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In modernen Zivilisationsgesellschaften steht die Atherosklerose als Krankheits- und 
Todesursache an erster Stelle. Diese Erkrankung des arteriellen Gefäßsystems entwickelt sich 
über viele Jahre und führt schließlich zu klinischen Komplikationen wie Herzinfarkt oder 
Schlaganfall. Die Krankheit zeichnet sich durch fortschreitende degenerative Veränderung der 
Gefäße aus. Die Gefäße werden an der Innenseite von einer einlagigen Zellschicht 
ausgekleidet. Diese Schicht aus Endothelzellen schützen in gesunden Gefäßen das Lumen vor 
einer Verengung oder einem kompletten Verschluss. Durch Potenzierung von Risikofaktoren 
wie z.B. Hypertonie, Übergewicht, Hyperlipidämie, Hypercholesterinämie, Diabetes mellitus, 
Rauchen und Stress steigt auch das Risiko einer atherosklerotischen Schädigung. Die 
schützende Endothelzellschicht kann dabei durch Sauerstoffradikale geschädigt werden. Diese 
Radikalbildung kann möglicherweise durch Riskofaktoren verstärkt werden. Durch Zunahme 
des oxidativen Stresses sterben die schützenden Endothelzellen letzendlich ab. Daraufhin 
kommt es zu einer Zunahme der Anheftung von Blutplättchen und Makrophagen an diese 
geschädigten Bereiche. Im weiteren Verlauf der Krankheit stimulieren Zytokine die 
Proliferation und Migration von glatten Muskellzellen aus der Media in die Intima. 
Gleichzeitig verstärkt sich die Aufnahme von oxidativ modifiziertem LDL durch die 
Makrophagen, wodurch sich diese zu Schaumzellen umwandeln. Aufgrund des folgenden 
Gewebeumbaus an der betroffenen Arterienwand entsteht eine bindewebsartige Kappe mit 
einem atherosklerotischen Plaque im Kern (Abb.1.1). 
Abb. 1.1: Entstehung und Verlauf einer atherosklerotischen Plaquebildung
  (modifiziert nach Watkins and Farrall 2006)
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Dieser Kern besteht aus toten Schaumzellen, die sehr große Mengen an oxidiertem LDL 
aufgenommen haben. In späteren Stadien kann es zur Ruptur der Intima im Bereich eines 
solchen Plaques kommen, wodurch ein vollständiger Gefäßverschluss möglich ist. Je nach 
betroffenem Gefäß sind unterschiedliche klinische Manifestationen der Atherosklerose 
möglich. Wenn die Arteria carotis betroffen ist, kann es zu einem Schlaganfall kommen. 
Verschluss von Herzkranzgefäßen führt zu einem Herzinfarkt. Bei Nierenarterien sind 
erhöhter Blutdruck mit weiteren Gefäßschäden die Folge. Das Endothel kann durch 
Freisetzung von blutdrucksteigernden Peptiden wie z.B. Angiotensin II und Endothelin 
wesentlich zur Entstehung der Atherosklerose beitragen. Intensive Forschung auf den 
Gebieten des Renin-Angiotensin Systems und des Endothelin-Systems (Abb. 1.2) lieferten 
Ansätze zur medikamentösen Behandlung der Frühentstehung der Atherosklerose. Welchen 
Einfluss Lipoproteine auf diese beiden blutdruckregulierenden Systeme haben, ist dagegen 
noch nicht detailliert untersucht.
1.1 Das Endothelin System
Die Endothelzellen spielen eine Schlüsselrolle bei der Regulation des Blutdrucks (Hickey et 
al., 1985; O'Brien et al., 1987). Yanagisawa und Mitarbeiter konnten 1988 aus 
Schweineaortenendothelzellen ein Peptid von 21 Aminosäure isolieren, das starke 
vasokonstriktorische Wirkung zeigte (Yanagisawa et al., 1988). Da dieses Peptids aus 
Endothel isoliert wurde, bezeichnete man es als Endothelin. Inzwischen sind drei 
verschiedene Endotheline bekannt, deren Gene sich auf verschiedenen Chromosomen 
befinden (Inoue et al., 1989). Dabei unterscheidet sich Endothelin-2 in zwei und Endothelin-3 
in sechs Aminosäuren von Endothelin-1 (ET-1). Das ET-1 ist im humanen Organismus die 
dominierende Form. Für die Synthese des aktiven Endothelins sind zwei Enzyme 
verantwortlich, Prohormonvertase und Endothelin-Konversions-Enzym (ECE). Das 200 
Aminosäuren lange biologisch inaktive Vorläuferprotein Preproendothelin wird durch die 
Prohormonvertase in das 39 Aminosäuren lange Proendothelin (Big-Endothelin) 
umgewandelt (Masaki et al., 1992). Erst durch die Spaltung des weitgehend inaktiven 
Proendothelins durch ECE entsteht das vasokonstriktorisch aktive Endothelin und ein C-
terminales Peptid (CTP).  Bei dem ECE handelt es sich um eine membrangebundene Zink-
Metalloprotease. Die Familie der ECEs besteht aus ECE-1 und ECE-2. Von ECE-1 kommen 
im humanen Organismus die vier Isoformen a-d vor. ECE-2 benötigt im Gegensatz zu 
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ECE-1 ein saures Millieu für eine optimale Aktivität (Emoto and Yanagisawa, 1995). Beide 
ECEs bevorzugen bigET-1 als Substrat. Das aktive Endothelin kann an zwei unterschiedliche 
Rezeptoren binden. Es sind die G-Protein-gekoppelten und membran-lokalisierten Rezeptoren
Endothelin-Rezeptor A (ETA) und Endothelin-Rezeptor B (ETB) bekannt (Arai et al., 1990; 
Sakurai et al., 1990). Die Bindung von Endothelin an den ETA-Rezeptor verursacht in den 
glatten Muskelzellen der Blutgefäße eine Vasokonstriktion. Dies erfolgt durch Anstieg der 
intrazellulären Kalziumkonzentration der glatten Muskellzellen (Filep et al., 1991; Hirata et 
al., 1993). Die Bindung an den ETA-Rezeptor kann zusätzlich Zellproliferation verursachen 
(Alberts et al., 1994). Endothelzellen besitzen ausschließlich den ETB-Rezeptor. Dieser 
aktiviert durch Bindung von Endothelin die NO-Synthase und die Prostayclin-Synthese, 
wodurch eine Vasodilatation des betreffenden Gefäßes erfolgt. Pollock und Mitarbeiter 
konnten zeigen, dass der ETB-Rezeptor in glatten Muskelzellen auch vasokonstriktorisch 
wirken kann (Pollock and Opgenorth, 1993). Der ETB-Rezeptor ist in einer Vielzahl von 
Zellen nachweisbar, so z.B. in glatten Muskelzellen, Endothelzellen, Makrophagen und in 
Epithelzellen. Fukuroda und Mitarbeiter konnten zeigen, dass der ETB-Rezeptor als ein  „ 
clearance receptor “ dient. Die Blockierung des ETB-Rezeptors durch BQ-788 (einem 
selektiven ETB Antagonisten) hemmt die Akkumulation von intravenös injiziertem 
markiertem ET-1 in der Lunge und Niere. Dagegen zeigte die Blockung des ETA-Rezeptors 
keinen solchen Effekt (Fukuroda et al., 1994). 
Abb 1.2: Das Endothelin-System. Proteolytische Prozesse zur Bildung von ET-1 und die Bindung an 
ETA und ETB Rezeptoren, sind schematisch dargestellt.
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1.1.1 Einfluss von Lipoproteinen auf das Endothelin-System
Unterschiedliche Studien konnten zeigen, dass das Endothelin-System durch Hyperlipidämie 
induziert werden kann (Barton et al., 2003; Kotchen and Talwalkar, 1981). Neben 
Bluthochdruck, Adipositas und dem erhöhten Alter induziert auch Dyslipidämie das 
Endothelin-System lokal (Lerman et al., 1991; Luscher and Barton, 2000; Margulies et al., 
1990). Ohwaki und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die ECE-Aktivität im Lipoprotein-Anteil 
des humanen Serums mehr als 14-fach höher ist, als die ECE-Aktivität im gesamten Serum 
(Ohwaki et al., 1993). Im Tiermodell wurde gezeigt, dass die Hypercholesterolämie-bedingte 
Erhöhung der ET-1-Expression zu einer Abnahme der endothelabhängigen Vasorelaxation in 
Koronargefäßen führt (Lerman et al., 1993). Einige Studien konnten zeigen, dass die ET-1-
Aktivierung durch Cholesterol zur Gefäßschädigung führen kann (Napoli et al., 1997; 
Verhamme et al., 2002). In humanen Endothelzellen konnte gezeigt werden, dass ET-1 über 
ETB die oxLDL-Aufnahme durch den LOX-1 Rezeptor stimuliert (Morawietz et al., 2001). 
Die Induktion der ET-1-Expression führt zu zahlreichen proinflammatorischen Ereignissen, 
so z.B. zur erhöhten Expression von Interleukinen, Cytokinen und zu vermehrter Bildung von 
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) (Caligiuri et al., 1999; Kahler et al., 2001; Verma et al., 
2002; Wanecek et al., 2000). Mit der Zunahme der ET-1-Induktion werden auch 
Makrophagen aktiviert, die maßgeblich am Entstehungsprozess der Atherosklerose beteiligt 
sind (Babaei et al., 2000). Ein weiterer effektiver Vasokonstriktor ist Angiotensin II (Ang II), 
das Bestandteil des Renin-Angiotensin-Systems (RAS) ist. Ang II  kann die Wirkung von 
Endothelin-1 verstärken (Emori et al., 1991; Emori et al., 1989). Neyses und Mitarbeiter 
konnten in Kardiomyocten zeigen, dass ET-1 und Ang II über den gleichen Signalweg 
reguliert werden (Neyses et al., 1993). Unterschiedliche Studien konnten belegen, dass das 
RAS und das ETS sich bei der Regulation des Blutdruckes gegenseitig beeinflussen (Barton 
et al., 1998b; Cao et al., 2000; Ishiye et al., 1995; Stula et al., 1998). 
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1.2 Das Renin-Angiotensin-System
Das Renin-Angiotensin-System (Abb. 1.3) besteht aus einem zirkulierenden Enzym-
Hormonsystem und einem lokalen autokrinen RAS in diversen Organen (z.B. Niere, 
Nebenniere, Herz, Gefäßwand und Gehirn).  Im wesentlichen steuert das RAS den Salz- und 
Wasserhaushalt des menschlichen Organismus. Zudem ist es eines der wichtigsten 
blutdruckregulierenden Systeme. Aufgrund verminderten Blutvolumens, Blutdruckes oder 
Nierendurchblutung erfolgt die Freisetzung von Renin, das in den Zellen des 
juxtaglomerulären Apparates der Niere gebildet wird. Das Renin spaltet von dem in der Leber 
gebildeten 452 Aminosäure (AS) großen ?-Globulin Angiotensinogen das Dekapeptid 
Angiotensin I ab. Angiotensin I wird durch das Angiotensin-Konvertierungs-Enzym (ACE) in 
das Oktapeptid Angiotensin II (Ang II) umgewandelt. Dieses vasokonstriktorische Peptid ist 
das Endprodukt der Enzymkaskade. Das Ang II kann an zwei unterschiedliche Rezeptoren 
binden: Angiotensin-Rezeptor-Typ 1 (AT1) und Angiotensin-Rezeptor-Typ 2 (AT2).  Der 359 
AS lange, G-Protein-gekoppelte humane AT1-Rezeptor besteht aus sieben Transmembran-
Domänen. Das Gen ist auf Chromosom 3 (3q22) lokalisiert. Gasparo und Mitarbeiter konnten 
zeigen, dass der in Geweben dominierende AT1-Rezeptor-Subtyp im Herz, Gefäßen, Gehirn, 
Leber, Niere, Lunge, Blase, Plazenta und Gastrointestinaltrakt exprimiert wird (de Gasparo et 
al., 2000). Die Bindung von Ang II an den AT1-Rezeptor kann unter anderem zu 
Vasokonstriktion, Zellwachstum in den Gefäßen, höherer Natriumabsorption im proximalen 
Nierentubulus und Aldosteronsekretion führen (Lopez et al., 1994). Durch G-Protein-
vermittelte Aktivierung der Phospholipase C vermittelt der AT1-Rezeptor die Bildung von 
Diacylglycerol (DAG) und Inositoltriphosphat (IP3). IP3 bewirkt einen Anstieg der 
intrazellulären Calciumkonzentration (Ohyama et al., 1992). Im nächsten Schritt aktivieren 
DAG und Calcium Calcium-Calmodulinabhängige Kinasen und Proteinkinase C. Diese 
phosphorylieren Proteine, welche Vasokonstriktion und Zellwachstum regulieren. Im fetalem 
Gewebe ist AT2 der dominierende Subtyp. Die AT2 Expression nimmt im adulten Gewebe im 
Vergleich zu AT1 ab. AT2 wird im Herz, Pankreas, Niere und in bestimmten Regionen des 
Gehirns exprimiert (de Gasparo et al., 2000). Der 363 AS lange AT2-Rezeptor besitzt 34 % 
Homologie zum AT1-Rezeptor und befindet sich auf dem X-Chromosom (Hein et al., 1995). 
Stoll und Mitarbeiter konnten an Koronar-Endothelzellen  eine proliferationshemmende und 
apoptose-induzierende Wirkung für AT2 nachweisen (Stoll et al., 1995). Weiterhin zeigten 
mehrere Untersuchungen dass der AT2-Rezeptor an pathologischen Ereignissen wie z.B. 
Herzinfarkt und Schlaganfall beteiligt 
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ist (Busche et al., 2000; Makino et al., 1996; Nio et al., 1995). AT2 scheint eine Modulator-
Funktion zu besitzen. Bei übermäßiger Induktion des AT1-Rezeptors wirkt AT2 protektiv für 
das betroffene Areal (Carey et al., 2000; Siragy et al., 1999; Unger, 1999). Im Unterschied 
zum AT1-Rezeptor werden die AT2-vermittelten Effekte durch Aktivierung unterschiedlicher 
Protein-Phosphatasen vermittelt. Dabei scheinen die drei Protein-Phosphatasen 
Serin/Threonin-Phosphatase PP2A, Tyrosin-Phosphatase SHP-1 und Tyrosin/Threonin-
Phosphatase MKP-1 eine wichtige Rolle zu spielen (Inagami et al., 1999; Matsubara et al., 
2001; Nouet and Nahmias, 2000). Zudem konnten mehrere Studien zeigen, dass die 
vermehrte NO und cGMP Bildung unter der Mitwirkung von Bradykinin-Rezeptoren die 
vasodilatorischen und wachstumshemmenden Effekte des AT2-Rezeptors verursachen 
(Baranov and Armstead, 2005; Gohlke et al., 1998; Savoia et al., 2006; Yayama et al., 2006). 
Da das RAS an vielen kardiovaskulären Krankheiten beteiligt ist, wurden unterschiedliche 
Ansätze zur Therapie entwickelt. Ziel war es dabei, die Entstehung oder die Bindung von Ang 
II an die Rezeptoren zu verhindern. Einer der erfolgreichsten Ansätze war die Hemmung der 
Umwandlung von Ang I zu Ang II durch ACE-Hemmer. Seit 1988 werden die Sartane als 
Ang II- Rezeptorantagonisten erfolgreich als Blutdrucksenker eingesetzt.
Abb. 1.3: Das zirkulatorische und lokale Renin-Angiotensin-System.
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1.2.1 Einfluss von Lipoproteinen auf das Renin-Angiotensin-System
Hypercholesterinämie und Bluthochdruck spielen eine entscheidende Rolle bei der 
Entstehung von kardiovaskulären Krankheiten. Bei vielen Patienten kommen diese beiden 
Risiko-Faktoren gleichzeitig vor, so dass eine Interaktion beider Faktoren das Risiko eines 
atherosklerotischen Ereignisses erhöhen könnte (Singh and Mehta, 2001; Solini et al., 2005). 
Mehrere Studien konnten zeigen, dass Ang II und Lipoproteine teilweise über die gleichen 
Rezeptoren und Signalwege ihre pathologischen Wirkungen erzielen (Essler et al., 1999; 
Galle et al., 2003; Matrougui et al., 2001; Zhang et al., 2002). Senkung von Gesamt-
Cholesterol, LDL-Cholesterol und Triglycerid konnte die Wahrscheinlichkeit eines 
kardiovaskulären Ereignisses deutlich reduzieren. Zahlreiche Studien an 
hypercholesterolämischen Patienten mit Bluthochdruck zeigen nach Anwendung von Statinen  
eine verbesserte endothelabhängige Vasodilatation, Reduktion von inflammatorischen Stimuli 
und eine Regression der atherosklerotischen Läsionen (Bouchard et al., 2007; Granero et al., 
1997; Schindler et al., 2007). Zudem konnten auf zellulärer Ebene eine statinabhängige 
Verbesserung der Vasodilatation durch Verminderung der Bildung von oxidiertem LDL und 
Stimulation der NO-Synthese erreicht werden (Lubrano et al., 2003; Rosati et al., 2002; 
Schaefer et al., 2004). Eine weitere Möglichkeit der Verbesserung der Gefäßfunktion von 
Patienten mit Hypercholesterolämie und Bluthochdruck wurde durch  Eingriffe in das RAS 
mittels Kombination von Statinen und ACE-Inhibitoren oder AT1-Blocker erreicht (Borghi et 
al., 2002; Bur et al., 2002; Foss et al., 1999; Morawietz et al., 2006). Erhöhter oxidativer 
Stress trägt wesentlich zur Atherosklerose bei. Warnholtz und Mitarbeiter konnten an Aorten-
Segmenten von fettreich gefütterten Kanichen zeigen, dass die erhöhte Superoxidbildung 
durch die NADPH-Oxidasen des Endothels verursacht wird. Durch Blockung des AT1-
Rezeptors konnten sie zeigen, dass die Superoxidbildung herabreguliert wird (Warnholtz et 
al., 1999). In einer weiteren Studie konnten Park und Mitarbeiter in humanen Mesengialzellen 
einen LDL-bedingte Ang II-Induktion und damit eine erhöhte Superoxidanionbildung 
beobachten (Park et al., 2003). Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass Angiotensin II und 
Lipoproteine zu einer erhöhten Superoxidbildung führen. Dadurch kommt es zu einer 
vermehrten NO-Inaktiverung. Tierexperiementielle und klinische Untersuchungen lieferten 
Hinweise, das Antioxidanzien die Lipoprotein- und Ang II-induzierte ROS-Bildung 
herabregulieren können (Lee et al., 2005; Ou et al., 2006; Schupp et al., 2007). 
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1.3 Low-Density-Lipoprotein-Rezeptoren 
Die ersten Erkenntnisse zu LDL-Rezeptoren erfolgten durch Versuche von Goldstein und 
Brown. Sie konnten an kultivierten Makrophagen nach Inkubation mit acetyliertem LDL eine 
Akkumulation von Cholesterylestern und eine Schaumzellbildung als typischem Merkmal der 
Atherosklerose beobachten (Goldstein and Brown, 1979). Diese Versuche lieferten erste 
Beweise, dass die Aufnahme von modifiziertem LDL in die Makrophagen durch LDL-
Rezeptoren erfolgt. Inzwischen sind mehrere Klassen von „scavenger“ Rezeptoren in 
unterschiedlichen Zelltypen identifiziert, die unter anderem für die Aufnahme von 
modifiziertem LDL zuständig sind: SR-A, SR-B, SR-C SR-D, SR-E, SR-F, SR-PSOX, FEEL-
1, FEEL-2. Diese Rezeptoren wurden in Klassen mit mehreren Mitgliedern eingeteilt und 
besitzen unterschiedliche Affinität zu den Liganden LDL und oxLDL (siehe Tabelle 1.1).
Tabelle.1.1: Klasse und Mitglieder der „scavenger“ Rezeptoren mit Ihren 
Lipoprotein-Liganden (modifiziert nach S. Horiuchi et al. 2003)
Lipoprotein ist Ligand (+) oder kein Ligand (-). 
Für einige Rezeptoren liegen noch keine Daten für beide Liganden vor.
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Mehrere Untersuchungen konnten zeigen, dass oxLDL durch „scavenger“ Rezeptoren von 
Monozyten bzw. Makrophagen aufgenommen und damit proatherosklerotische Effekte an den 
Gefäßen vermitteln kann (Freeman, 1997; Steinbrecher, 1999).  In Endothelzellen werden 
diese oxLDL-Rezeptoren nur in sehr geringem Maß oder nicht exprimiert  (Bickel and 
Freeman, 1992; Walton et al., 2003). Sawamura und Mitarbeiter konnten 1997 einen Lektin-
ähnlichen Rezeptor in Endothelzellen nachweisen, der für die oxLDL-Aufnahme zuständig ist 
(Sawamura et al., 1997). Dieser LOX-1-Rezeptor wird in weiteren Zelltypen, z.B. 
Makrophagen, Thrombozyten und glatten Muskellzellen, niedrig exprimiert (Chen et al., 
2001; Kume et al., 1998; Yoshida et al., 1998). Die Expression von LOX-1 kann durch 
mehrere Stimuli induziert werden, ???? ???? ?????????????????????????????????????????-??
(Kume et al., 1998; Minami et al., 2000). Zudem konnten Murase und Mitarbeiter zeigen, 
dass transiente Schubspannung die LOX-1-Expression induziert (Murase et al., 1998). Das 
vasokonstriktorische Peptid Ang II ist ein weiterer Stimulus für die LOX-1 Expression (Li et 
al., 1999). Im Anfangsstadium der Atheroskleroseentstehung bewirkt die Aufnahme von 
oxLDL eine verstärkte ROS Bildung, die zu einer Invasion mit inflammatorischen Zellen 
führt. Diese verstärkte ROS-Bildung und die LOX-1-vermittelte Inaktivierung des 
Proteinkinase B-Signalweges führen zu einer verringerten eNOS-Expression (Li et al., 2001). 
In späteren Stadien der Atherosklerose scheint der LOX-1-Rezeptor eine wichtige Rolle bei 
der Transformation von Makrophagen zu Schaumzellen zu spielen (Kataoka et al., 1999). Ein 
weiterer Rezeptor für Lipoproteine könnte der Immunrezeptor toll-like receptor (TLR) 4 
(TLR4) sein. TLR4 vermittelt auch die zelluläre Antwort bei bakterieller Infektion durch den 
Bakterienmembranbestandteil Lipopolysaccharid (LPS). Erste Untersuchungen konnten 
zeigen, dass oxLDL diesen Rezeptor in Monozyten ebenfalls induziert. Yang und Mitarbeiter 
konnten an Monozyten und Endothelzellen eine Aktivierung des NF-??? ???????????? ?????
Stimulation mit oxLDL und geringer Schubspannung nachweisen (Yang et al., 2005). Die 
Bindung von oxLDL an den TLR4 scheint ähnliche Signalwege zu induzieren wie die 
proinflammatorische Antworten auf Bakterieninfektionen (Miller et al., 2003). Xu und 
Mitarbeiter wiesen in atherosklerotischen Plaques muriner Aorten und humaner 
Koronararterien eine deutlich höhere TLR4-Expression nach, als in den Kontrollen (Xu et al., 
2001). Der TLR4 stellt möglichicherweise eine pathophysiologische Verbindung zwischen 
Lipoproteinen, Infektion und Atheroklerose dar. Ob Lipoproteine TLR4 in Endothelzellen 
stimulieren können, ist bisher nicht bekannt.
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1.4 Ziel der Arbeit
1. In dieser Arbeit sollten Methoden etabliert und weiterentwickelt werden, die die 
Isolierung von LDL erlauben. Dabei sollten für die Charakterisierung des LDLs drei 
unterschiedliche Methoden angewendet werden.
2. Es sollten Expressionsanalysen zum zeitabhängigen Einfluss von nLDL und oxLDL 
auf das Endothelin-System in arteriellen und venösen Endothelzellen untersucht 
werden. Die in vitro-Daten in der Zellkultur sollten mit in vivo-Daten verglichen 
werden. Dabei sollte die Expression von Genen des Endothelin-Systems in Geweben 
von Mäusen nach fettreicher Diät und in Myokardbiopsien von Patienten mit 
Herzinsuffizienz und unterschiedlicher präoparativer Behandlung mit ACE-Inhibitor, 
AT1- Blocker oder einer Kontrollgruppe untersucht werden.
3. Der Einfluss von nLDL und oxLDL auf die Expression von Genen des Renin-
Angiotensin-Systems sollte in arteriellen und venösen Endothelzellen untersucht 
werden. Zudem wurde der Einfluss von Candesartan auf die Angiotensin-Rezeptoren 
überprüft.
4. Der Einfluss der beiden Lipoproteine auf die Rezeptoren LDLR, LOX-1 und TLR4 
sollte in arteriellen und venösen Endothelzellen untersucht werden. Zusätzlich sollten 
LOX-1 Promotorkonstrukte transfiziert und funktionell charakterisiert werden. Die 
Aufnahme von Lipoproteinen in Endothelzellen sollte durch fluorometrische 
Methoden nachgewiesen werden. 
5. In arteriellen und venösen Endothelzellen sollten nach Stimulation mit nLDL und 
oxLDL Signaltransduktionsmechanismen analysiert werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien
Die Grundchemikalien wurden in analysenreiner Qualität (p.a.) von den folgenden Herstellern 
bezogen: 
- Merck, Darmstadt, 
- Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen,
- Roth, Karlsruhe. 
Deionisiertes Wasser (dH2O) wurde zum Ansetzen von Lösungen, Puffern, Medien und 
Reaktionsansätzen verwendet. RNA-Analysen wurden mit Diethylpyrocarbonat (DEPC, 
Sigma, Deisenhofen) behandeltem Wasser durchgeführt. Hierfür wurde 1 l dH2O mit 1 ml 
97% DEPC (v/v) versetzt und über Nacht inkubiert. Die Inaktivierung des verbleibenden 




DNase I (10 U/µl) Boehringer Mannheim
rTaq-DNA Polymerase Qbiogene
Restriktionsenzym Hind III Fermentas
SuperScript II RNase H-Reverse 
Transkriptase
Invitrogen
2.1.2 Kits und Standards
Produkt: Hersteller:
100 bp DNA-Leiter Fermentas
1 kb DNA-Leiter Fermentas
BCA-Protein-Assay-Reagent-Kit PIERCE
Genomic DNA Purification Kit Fermentas
Protease Inhibitor Cocktail P8340 SIGMA
dNTP’s Qbiogene
RNase-Out (RNase-Inhibitor) Invitrogen
QuantiTecTM SYBR® Green PCR Kit Qiagen
Prestained – Proteinmarker Invitrogen









     Penicillin (10000 U/ml)
 Streptomycin (10000 µg/ml)
Gibco Invitrogen
Fungizon 250 µg/ml Amphotericin B Gibco Invitrogen 
Gelatine Fluka 
Hanks Balanced Salt Solution  (HBSS-Lösung) 
ohne Kalzium und Magnesium 
  ohne Phenolrot 
PAA 
Medium 199 (M199) 
   Earle`s Salze  
   L-Glutamin 
1,25 g/l Natriumbicarbonat 
Phenolrot 
Gibco Invitrogen 
LURIA BROTH BASE (LB-Medium) Roth 
LURIA AGAR (LB-Agar) Roth 
Reporter Lyse-Puffer (5x) Promega 
Lyse-Puffer (10x) Cell Signalling 
Fluorescent Mounting Medium DakoCytomation 
Fötales Kälberserum (FKS) - hitzeinaktiviert PAA 
DMEM low Glucose (1 g/l) PAA 
DMEM high Glucose (4,5 g/l) PAA 
Endothelial Cell Basal Medium MV 2 
+ Supplement 
PromoCell 
Endothelmedium (EM)-Serumfrei PAA 
2.1.4 Zellkulturmedien
Medium: Zusammensetzung:
Nabelschnurpuffer 100 µg/ml Penicillin-Streptomycin 
0,5 µg/ml Fungizon 
2,2 µg/ml NaHCO3 
9,5 µg/ml M199 
Gelatinelösung 2% Gelatine (v/v) gelöst in dH2O
Wachstumsmedium = Endothelzell-





1% Wachstumsfaktor (v/v) aus Kälberretina
DMEM low Glucose (1 g/l) L-Glutamin 20 mM HEPES + 20% FKS 
(v/v)
 + 1% AB (v/v) (Antibiotika)
DMEM high Glucose (4,5 g/l) L-Glutamin 
20 mM HEPES  + 10% FKS (v/v)  + 1% 
AB (v/v)




Albumin Fraktion V-Proteasefrei (BSA) Roth 
Ammoniumperoxiddisulfat (APS) Sigma 




Diethylpyrocarbonat (DEPC) AppliChem 
Dithiothreitol (DTT) Sigma 
EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) Roth 








N,N,N´,N´Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma 
Paraformaldehyd (PFA) Fluka 
PBS-Tabletten Sigma 
Polyacrylamid (PAA)-Lösung Roth 
SDS (sodium dodecyl sulfate) Sigma 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Roth 
Trypsin-EDTA-Lösung Gibco 








Entwickler und Fixierer Kodak
(PVDF) Membran MWCO 500.000 Spectra/Por® Biotech
Vivaspin 6ml Concentrator VivaScience
Ultrazentrifugenröhrchen 10ml Beckman
PROTRAN (Nitrocellulose Transfer 
Membran) 
Schleicher & Schuell 
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2.1.7 Puffer und Lösungen
Puffer / Lösung: Zusammensetzung:
10x TBE-Puffer  (Tris-Borat-EDTA-Puffer) 0,89 M Tris-Base 
0,89 M Borsäure 
25 mM Natrium-EDTA 
50x TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer) 2 M Tris 
0,5 M EDTA 
mit Eisessig auf pH 8 einstellen
TE-Puffer (Tris-EDTA-Puffer) 10 mM Tris-HCl (pH 8)
1 mM Natrium-EDTA 
 (für RNA-Gel: DEPC-behandelt)
Probenpuffer für Agarose-Gele 50% Glycerin (v/v)
10 mM Tris-HCl (pH 8,0) 
1 mM Natrium-EDTA 
0,25% Bromphenolblau (w/v)  in dH2O
 (für RNA-Gel: DEPC-behandelt)
Probenpuffer für SDS-Gele (5x) 9,0 mM Glycerin
125 mM Tris 
0,05% SDS (w/v)
0,25% Bromphenolblau (w/v)
Lyse-Puffer (Proteine) 20 mM Tris-HCl,  (pH 7,0)
+ 1% SDS (w/v) Protease Inhibitor Cocktail 
P8340 (Sigma)
50/O/5/2-Puffer 100 ml 1M Tris
  50 ml 200 mM EDTA
20 ml 200 mM EGTA 
  pH 7,4 ad 2 l dH2O  
Sammelgelpuffer Tris-Puffer (1,0 M) pH 6,8
Trenngelpuffer Tris-Puffer (1,5 M) pH 8,8
5x Lauf-Puffer (SDS-PAGE) 125 mM Tris, 950 mM Glycin 0,5% SDS 
(w/v)
(pH ist auf 8,8 eingestellt)
5x Transfer-Puffer (Western-Blot)
10x TBS-T-Puffer
125 mM Tris, 950 mM Glycin 0,05% SDS 
(w/v)
200 mM Tris-HCl (pH 7,5)
1,5 M NaCl 
1% Tween 20 (v/v)
Antikörperlösung TBS-T-Puffer 
0,5% Milchpulver (w/v)
Ponceau-Rot-Lösung 0,5 % Ponceau-Rot (w/v)
1% Essigsäure in Wasser (v/v)
Glutaraldehydlösung 2% Glutaraldehyd (v/v) in PBS
Guanidinhydrochloridlösing 0,3 M Guanidinhydrochlorid  in 95% 
Ethanol (v/v)
Dichtemedium 1 (d=1.006 kg/l) 11,4g NaCl
0,1g EDTA
1ml NaOH (1M)
Dichtemedium 2 (d=1.182 kg/l) 124,9g NaBr mit Dichtemedium 1 zu 500 
ml 
Dichtemedium 3 (d=1.120 kg/l) 150 ml von Dichtemedium 1 + 300 ml 
Dichtemedium 2
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2.1.8 Geräte
Gerät: Hersteller:
Thermo-„Cycler“: T3 Thermocycler 
T Gradient 
Biometra 
Vortexer: MSZ Minishaker 
Vortex Genie 2 
IKA 
Scientific Industries, Inc. 
Zentrifugen: Mini Spin 
Galaxy Mini 
Bifuge primoR 









UV Transilluminator Syngene 




Mikrowelle: 800 Watt Sharp 
Power Supplier: E 835 Consort 
Elektrophoresekammer: 
Modell B1A, B2 und B3 
OWl Seporation Systems 




Sterilbank: Clean Air Biohazard 
Brutschrank: CO2 Inkubator 
KS-15 CONTROL 
Heraeus 
Johanna Otto GmbH 
Schüttler: W6 
Roto Shake Genie 
Medingen 
Scientific Industries, Inc. 
Waage: BP2100S Sartorius 
pH-Messgerät inoLab WTW 




Kühlschrank comfort Liebherr 
Gefrierschrank comfort (-20°C) Liebherr 
-86 Freezer Forma Scientific 
Spektrophotometer:WPA biowave S2100 Biochrom 
SDS-Gelelektrophorese Kammer BioRad 
Wet Blotter BioRad 









Kamera: PowerShot G3 (4.0 Megapixels) Canon 
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2.2 Methoden
2.2.1 LDL-Isolation und Bestimmung des Oxidationsgrades
2.2.1.1 Isolierung von LDL aus humanen Serum
Für die LDL-Gewinnung wurden jeweils 3 ml Serum in 8 Ultrazentrifugenröhrchen überführt 
und 3 ml Dichtemedium 1 dazugegeben. Die Lösung wurde für 3 h mit 80.000 rpm bei 18°C 
zentrifugiert. Anschließend wurde die VLDL-Bande mit ca. 45% der oberen Schicht 
abgenommen und verworfen. Das restliche Volumen in den 8 Zentrifugenröhrchen wurde 
gepoolt und zu je 3 ml erneut auf 8 Röhrchen verteilt. Nach Zugabe von 3 ml Dichtemedium 
3 erfolgte erneut eine Zentrifugation mit 80.000 rpm bei 18°C. Die LDL-Bande wurde von 
jedem Röhrchen mit ca. 1,5 ml der obersten Schicht abgenommen und gepoolt. Es wurde ein 
Aliquot von 200 µl LDL für eine spätere Proteinbestimmung, Elektrophorese und 
Dienmessung bei 4°C aufbewahrt.
2.2.1.2 Dialyse des LDLs
Das gepoolte LDL (ca. 12 ml) wurde in einen Dialyseschlauch mit einer Porengröße von 500 
kDa gegeben und 3 mal gegen 3 Liter PBS dialysiert, um das EDTA aus der Lösung zu 
entfernen. Die Hälfte des dialysierten LDL (natives LDL/ nLDL) wurde bei 4°C gelagert und 
die andere Hälfte für die Generierung von oxidiertem LDL (oxLDL) eingesetzt.
2.2.1.3 Oxidierung des LDLs
Für die Oxidation des LDLs wurden 6 ml nLDL mit CuSO4 in der Endkonzentration von 50 
µM bei 37°C und 300 rpm im Thermoschüttler inkubiert. Die Oxidation wurde nach 24 h mit 
100 µM EDTA abgestoppt. Um das EDTA und CuSO4 aus der Lösung zu entfernen, erfolgte 
erneute eine Dialyse gegen 3 mal 3 Liter PBS.
2.2.1.4 Konzentrierung des LDLs 
Mit Konzentratoren (MWCO 1.000 kDa) wurden jeweils 6 ml des nativen- und oxidierten 
LDL aufkonzentriert. In einer Beckman Zentrifuge wurde das Volumen bei 18°C, 4.000 rpm 
zentrifugiert (ca. 15 min), bis das Konzentrat ein Volumen von 600 µl erreichte. Das 
Konzentrat wurde für die Stimmulation von Endothelzellen eingesetzt. 
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2.2.1.5 Bestimmung des Oxidationsgrades des LDLs
Die Bestimmung des Oxidationsgrades des LDL-Konzentrates erfolgte mit 3 
unterschiedlichen Methoden: ELISA, Elektrophorese und Dienmessung. 
2.2.1.6 Bestimmung des Oxidationsgrades mittels ELISA
Die Quantifizierung des oxLDLs erfolgte mittels ELISA der Firma Mercodia. Für die 
Quantifizierung wurden jeweils 100 µg/ml EDTA-LDL, nLDL und oxLDL eingesetzt. Der 
oxLDL-ELISA wurde nach den Instruktionen des Herstellers durchgeführt. 
2.2.1.7 Bestimmung des Oxidationsgrades mittels Elektrophorese
Für die Lipoprotein-Elektrophorese wurden 500 µg/ml EDTA-LDL, nLDL und oxLDL auf 
die Agarosegelträger des HYDRAGEL LDL/HDL CHOL Direct K20- Systems (Sebia)  
aufgetragen und nach der Elektrophorese ausgewertet. Aus der Messung des Abstandes von 
der Auftragstelle bis zur relativen Mitte der Proteinbande wurde die Mobilität der 
verschiedenen Proben als Verhältnis zum EDTA-LDL errechnet. Die Lipoprotein-
Elektrophorese erfolgte im Zentrallabor des Universitätsklinikums Carl Gustav Carus 
(Dresden). 
2.2.1.8 Bestimmung des Oxidationsgrades mittels Dienmessung
Bei der in vitro Oxidation von nLDL mit Kupferionen wird die Peroxidationsreaktion von 
mehrfach ungesättigten Fettsäuren zu Dienen für die Bestimmung des Oxidationsgrades von 
LDL herangezogen. Die entstehenden konjugierten Lipidhydroperoxide weisen eine hohe 
UV-Absorption auf und können bei ??234 nm im Photometer gemessen werden. Für die 
Bestimmung der Dienbildung wurden 100 µg/ml EDTA, nLDL und oxLDL eingesetzt. 
2.2.1.9 Bestimmung des optimalen LDL-Oxidationsgrades 
Um einen physiologischen Grad der Oxidation des LDLs zu erreichen, wurde nLDL mit 
unterschiedlichen CuSO4-Konzentrationen (5, 10, 25 und 50 µM) für 24 h oxidiert. Der 
Oxidationsgrad wurde dann mittels oxLDL-ELISA und Dienmessung bestimmt. Für die 
weiteren Versuche wurde dann die optimale Konzentration (50 µM) CuSO4 eingesetzt.
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2.2.2 Kultivierung humaner Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (HUVEC) 
und Nabelschnurarterien (HUAEC)
Endothelzellen aus humanen Nabelschnurvenen (HUVEC) und Nabelschnuraterien (HUAEC) 
wurden mit einem modifizierten Protokoll nach Jaffe isoliert (Jaffe et al., 1973). Die 
Nabelschnur wurde nach der Entbindung in Nabelschnurpuffer überführt und bei 4°C 
gelagert. Die Isolierung der Endothelzellen erfolgte spätestens nach 24 h unter sterilen 
Bedingungen bei Raumtemperatur. Für die Präparation der Endothelzellen wurden in die 
beiden Enden der Venen bzw. Arterien Knopfkanülen eingeführt und mittels OP-Schnur fest 
gebunden. Anschließend wurde das Blutgefäß mit HBSS gespült, um Thromben zu entfernen 
und mit 0,05% (w/v) Collagenase(II)-Lösung gefüllt. Es erfolgte eine ca. 11 min Inkubation 
der Nabelschnur in einer 37°C warmen PBS-Lösung im Wasserbad, um Collagen abzubauen 
und die Endothelzellen von der Gefäßinnenwand zu lösen. Das Abspülen der Endothelzellen 
erfolgte mit 10 ml M199 Medium mit einer Plastikspritze in ein 50 ml Falcon-Röhrchen. Die 
Zellen wurden bei 1000 rpm für 5 min pelletiert. Das Zellpellet wurde anschließend im 
gewünschten Volumen M199 Medium resuspendiert und in die Zellkulturgefäße mit (1% 
Gelatine beschichtet) überführt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C in einer 
wasserdampfgesättigten CO2-Atmosphäre (5% CO2). Nach 1,5 h wurde das Medium durch 
M199 Medium mit 10% FCS (v/v) und mit Wachstumsfaktor (1:100) ersetzt, und nicht 
anhaftende Zellen entfernt. Die Kultivierung wurde bis zur Ausbildung eines konfluenten 
Monolayer fortgesetzt. Dabei erfolgte alle 48 h ein Mediumwechsel. Für 
Genexpressionsanalysen wurden ausschließlich Primärkulturen verwendet.
2.2.3 RNA-Isolation und RT-PCR
2.2.3.1 RNA-Isolation mit TriFastTM
Die Präparation der RNA erfolgte nach Anleitung des Herstellers. Die Zellen wurden hierfür 
zweimal mit PBS gewaschen. Die Isolation der RNA erfolgte mit 500 µl TriFast für 6-Loch-
Platten. Die isolierte RNA wurde in 30 µl DEPC-behandeltem Wasser gelöst und die 
Konzentration spektrophotometrisch bestimmt. Die Qualität und die Quantität der isolierten 
RNA wurde nach Verdünnung (1:40 oder 1:20) durch Absorptionsmessung bei den 
Wellenlängen ?????? ???? ?????? ??? ?????????? ???? ???? ??? ????????? ?????
Hintergrundkorrektur. Der Reinheitskoeffizient wird aus dem Verhältnis von A260/280 
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gebildet. Er liefert einen Hinweis auf mögliche Kontamination mit Proteinen sollte im 
Bereich  1,7 bis 2,0 liegen. Zur Kontrolle der Qualität der RNA wurden 300 ng der Gesamt-
RNA in einem 1%-igem Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Lagerung der RNA 
erfolgte bei -80°C. 
2.2.3.2 RNA-Isolation aus Gewebeproben mit RNeasy Fibrous Tissue Kit (Qiagen)
Humane oder murine Gewebeproben (Herz, Aorta oder Niere) wurden in 2 ml Röhrchen 
überführt. Anschließend erfolgte die Zugabe von 500 µl RLT-Puffer (mit Mercaptoethanol). 
Die Proben wurden dann für 1 min homogenisiert. Anschließend erfolgte die RNA-
Präparation nach Anleitung des Herstellers. Die RNA wurde bei -80°C gelagert, nachdem sie 
photometrisch quantifiziert und ihr Reinheitsgrad bestimmt war.
2.2.3.3 Reverse Transkription
Die Reverse Transkription der RNA in cDNA mittels reverser Transkriptase aus Retrovieren 
ermöglicht die Amplifikation von Zielgenen durch die PCR. 
Der Ansatz wurde für 3 min bei 72°C inkubiert und anschließend auf 4°C abgekühlt.
500 ng cDNA       5µl 
Random Primer (30 ng/µl)       4µl
DEPC-H2O ad 10µ
Folgender Mix wurde dann dem RNA-Ansatz zugesetzt:
5 x first Strand buffer      5 µl
dNTP-Mix (10mM) 1,25 µl
DTT (100mM)   2,5 µl
Superscript II (200 U/µl) 0,25 µl 
RNase Out Inhibitor (40 U/µl)   0,5 µl
Der Reaktionsansatz wurde für eine Stunde bei 42°C inkubiert. Nach der Denaturierung (5 
min 95°C) wurden die Proben auf 4°C abgekühlt. Die Konzentration der cDNA wurde mit 
DEPC-behandeltem Wasser auf 10 ng/µl eingestellt.
2.2.3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die Amplifikation der cDNA erfolgte mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Die 
verwendeten Primersequenzen sind mit ihren PCR-Protokollen in Tabelle 2.1 dargestellt. Die 
elektrophoretische Auftrennung der amplifizierten DNA erfolgte in einem 1%-igen 
Agarosegel (w/v) mit Ethidiumbromid (100 ng/ml) in 1 x TBE-Puffer. Anhand parallel 
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aufgetrennter DNA-Längenstandards wurde die DNA-Fragmentgröße ermittelt. Es wurden, 
abhängig von der Gellänge, 90 V bis 130 V Spannung angelegt. Der Nachweis der DNA 
erfolgte mit Hilfe eines Geldokumentationssystems der Firma GeneFlash.
PCR-Ansatz: PCR: Protokoll:
2,5 µl 10x Reaktionspuffer Denaturierung 95°C   1 min 
5 µl dNTP (100µM) Denaturierung 95°C 30 sec
0,5 µl sense-Primer (10 pmol/µl) Annealing   primerspezif. Temp.  30 sec   | x Z
0,5 µl antisense-Primer (10 pmol/µl) Elongation 72°C    30 sec
0,3 µl Taq-DNA-Polymerase Finale Elongation 72°         3 min
2    µl RT-Ansatz mit cDNA (10 ng/µl) Pause 4°C
ad 25 µl ddH2O
Z= Zyklenzahl
Tabelle 2.1: Genspezifische Primersequenzen und ihre PCR-Protokolle






GAPDH sense CATCACCATCTTCCAGGAGCG 60 21 443
antisense TGACCTTGCCCACAGCCTTG






ECE-1 sense ACTTCCACAGCCCCCGGAGT 66 28 270
antisense GGTTGGCCTTGATCCAGC
ETB sense CGAGCTGTTGCTTCTTGGAGTAG 60 34 702
antisense ACGGAAGTTGTCATATCCGTGAT
ppET-1 (Maus) sense AACTCAGGGCCCAAAGTACC 60 30 169
antisense TTTGCAACACGAAAAGATGC
ECE-1  (Maus) sense CATGGACCCCACAGTAGACC 66 30 281
antisense CTCCCAGCTTCTCAATCAGC
ET-A    (Maus) sense TGCACGGCTATTGCCCACAG 68 30 772
antisense AGAGGGAACCAGCACAGGGC
ET-B    (Maus) sense CGAGCTGTTGCTTCTTGGAGTC 69 30 702
antisense CCGGAAGTTGTCATATCCGTGATC
ACE sense GCAGCCACTCTACCTCAACC 65 35 415
antisense CAGGTCCTCCAAGTTCACG
AT-1 sense CAAAGCTGGAAGGCATAATTAC 61 30 403
antisense CCAAATGATGATGCAGGTGAC
AT-2 sense AGAAATCCCTGGCAAGCATC 64 30 411
antisense TTCGCAGCTATTAATGACACCC
LOX-1 sense ACTCTCCATGGTGGTGCCTGG 59 30 251
antisense CATTCAGCTTCCGAGCAAGGG
TLR4 sense AAT GGA TCA AGG ACC AGA GG 61 24 394
antisense ATG ATG TTG GCA GCA ATG G
LDLR sense TGGCATCACCCTAGATCTCC 60 29 239
antisense CAGCCAACAAGTTGACATCG
A.Temp. = Annealing Temperatur (in °C) und Frg. = Fragmentgröße (in Basenpaaren)
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2.2.4 Isolierung von genomischer DNA aus Endothelzellen
Die Isolierung  der genomischen DNA erfolgte nach Anleitung des Herstellers (Fermentas, 
Genomic DNA Purifcation Kit). Konfluente Endothelzellen in 60 mm Schalen wurden 2 mal 
mit HBSS gewaschen, nach Zugabe von 400 µl Lyse-Puffer lysiert und die DNA isoliert. Die 
Konzentration und Qualität der DNA wurde photometrisch (OD260 nm, OD280 nm und Quotient 
OD 260/280 nm) bestimmt. Die DNA wurde bei 4°C gelagert.
2.2.5 DNA-Leiterassay
Der DNA-Leiterassay ermöglicht, die proapoptotische Wirkung von Substanzen auf Zellen zu 
überprüfen. Dabei entstehen durch Spaltung der DNA zwischen den Nukleosomen 
niedermolekulare DNA-Fragmente. Die entstehenden DNA-Fragmente entsprechen in ihrer 
Größe Mono- und Oligonukleosomen, deren DNA 180 bp bis 200 bp sowie ein Vielfaches 
davon misst. Diese nukleosomalen Fragmente entstehen nur bei Apoptose. Die DNA-
Fragmentierung wird daher als ein Maß für die Apoptose verwendet. Konfluente 
Endothelzellen in 60 mm-Schalen, wurden 24 h mit 100 µg nLDL und oxLDL stimuliert und 
die DNA anschließend auf DNA-Fragmentierung überprüft. Hierfür wurde 1 µg DNA in 
einem  1 % Agarose-Gel mit SYBR®Green elektrophoretisch aufgetrennt. 
2.2.6 Plasmidisolation und Reportergen-Analysen
2.2.6.1 ????????????????????????????????????????????????E. coli-Zellen
Für die Promotorexpressions-Analyse wurden LOX-1-Promotor-Plasmide isoliert, indem das 
pGL3 LOX-1-Promotor-???????? ??? ????? E. coli Zellen transformiert wurde. Das pGL3 
LOX-1-Promotor Plasmid wurde freundlicherweise von T. Sawamura (Osaka) zur Verfügung 
gestellt. Hierfür wurden 1-10 ng Plasmid-DNA direkt zu den Zellen gegeben, vorsichtig 
gemischt und anschließend für 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock bei 37°C 
für 20 s mit sofortiger Abkühlung auf Eis für 2 min. Auf das Zell-Plasmid-Gemisch wurde 
900-950 µl vorgewärmtes SOC-Medium gegeben und eine Stunde bei 37°C und 225 rpm 
inkubiert. Von dem Transformationsansatz wurden jeweils 2 mal 20 µl und 200 µl auf 
LB/Antibiotikum-Platten aufgeteilt und zur Inkubation über Nacht bei 37°C in den 
Brutschrank gestellt. Positive Klone wurden isoliert und in Röhrchen mit 3 ml LB-Medium 
(100 µg/ml Ampicillin) überführt. Die Zellen wuchsen im Schüttler für 5-6 Stunden bei 37°C 
und 225 rpm. Es folgte eine OD-Messung bei 600 nm zur Bestimmung der Zelldichte.
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2.2.6.2 Isolierung von geringen Mengen an Plasmid-DNA (Mini-Präp.)
Zur Überprüfung des Klonierungserfolgs muss sichergestellt werden, dass die Sequenz und 
Orientierung des gewünschten Gens korrekt ist. Dazu müssen ausreichende Mengen an 
Plasmid-DNA gewonnen werden. Dies erfolgte durch „Mini-Präparation“. Nach dem 
Erreichen einer Zelldichte von 1x109/ml Medium wurde 1 ml Aliquot abgenommen und bei 
4°C für eine spätere Infektion (Midiprep.) gelagert. Die restlichen 2 ml wurden für die 
Miniprep. eingesetzt. Zunächst wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 5000 rpm für 10 
min pelletiert und anschließend in 250 µl Lösung G1 resuspendiert. Durch die Zugabe von 
G2-Lösung wurden die Zellen lysiert. Die Zugabe von 350 µl Lösung G3 führte zur 
Neutralisierung. Durch mehrmaliges Invertieren enstand eine homogene Suspension, die bei 
13.000 rpm für 10 min zentrifugiert wurde. Der Überstand wurde in JETQUICK Säulen 
überführt und bei 12.000 rpm für 1 min zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Durchflusses 
erfolgte die Zugabe von 500 µl G4-Lösung auf die Säule und eine erneute Zentrifugation bei 
12.000 rpm für 1 min. Zum Eluieren der Plasmide wurde die Säule in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt und die DNA mit 50 µl sterilem Wasser durch Zentrifugieren bei 
12.000 rpm für 2 min aus der Säule eluiert. 
2.2.6.3 Restriktionsanalyse
Die Restriktionsanalyse der isolierten Plasmide erfolgte mit dem Enzym HindIII. Damit 
wurde überprüft, ob die Plasmide den LOX-1-Promotor enthalten und das Gen in der 
erwarteten Orientierung im Plasmid kloniert ist. Plasmide mit der richtigen Größe und 
Orientierung des LOX-1-Promotors sollten nach der Restriktionsanalyse folgende Fragmente  
aufweisen: 4864 bp, 1511 bp, 843 bp und 76 bp. 
2.2.6.4 Isolierung von größeren Mengen an Plasmid-DNA (Midi-Präp.)
Positive Klone wurden zum Impfen von 100 ml LB-Medium eingesetzt. Nachdem die Zellen 
eine Dichte von 1x109/ml Medium erreicht hatten, wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 
5.000 rpm für 10 min pelletiert. Das Resuspendieren der Zellen erfolgte in 4 ml E1-Lösung. 
Durch Zugabe von 4 ml E2-Lösung und sanftes Invertieren erfolgte die Lyse. Die Zugabe von 
4 ml Lösung und das Mischen durch Invertieren diente der Neutralisation der Suspension. Mit 
Lösung E4 äquilibrierte Säulen wurden anschließend mit dem Überstand beladen. Der 
Durchfluss wurde dekantiert und die Säulen 2 mal mit 10 ml Lösung E5 gewaschen. Das 
Eluieren der DNA erfolgte mit 5 ml Lösung E6. Die DNA wurde mit 3,5 ml Isopropanol 
präzipitiert. Es folgte ein Waschschritt mit Ethanol und Zentrifugation. Das Pellet wurde 10 
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min getrocknet und im gewünschten Volumen TE-Puffer resuspendiert. Mittels 
Restriktionsanalyse wurde die korrekte Orientierung des Gens überprüft. 
2.2.6.5 Transfektion der Luziferasekonstrukte
HEK-Zellen wurden in 24 Lochplatten plattiert und bei 37°C im Brutschrank bis zu einer 
Konfluenz von 60-80% inkubiert. Die Luziferasekonstrukte (pGL3-Basic, pGL3-Control und 
pGL3-LOX-1-Promotor) wurden jeweils mit einem pRL-CMV-Konstrukt zur internen 
Normalisierung  in die HEK-Zellen durch Transfectin transfiziert. Dabei wurde DNA und 
Transfectin im Verhältnis 1:4 eingesetzt (0,25 µl Lipid, 1 µg DNA). Serunfreies M199 
Medium diente den Zellen als Wachstumsmedium.
2.2.6.6 Dual-Luziferase Reportergen Assay (Promega)
Der Dual-Luziferase Reportergen Assay (Promega) erfolgte nach Herstellerangaben und wird 
im Folgenden zusammenfassend kurz dargestellt. Transfizierte HEK-Zellen (4,5 x 104 Zellen) 
wurden 24 h nach der Transfektion mit nLDL oder oxLDL für 5 h stimuliert. Anschließend 
wurden die Zellen mit 500 µl vorgewärmtem PBS gewaschen. Zum Lysieren der Zellen 
wurden 100 µl 1 x PLB auf die Zellen gegeben und für 15 min geschüttelt. Es wurden 20 µl 
der Lysate in eine weiße 96-Lochplatte für Lumineszenz-Messungen überführt. Mit Hilfe 
eines automatisierten Pumpen-Systems eines Lumineszenz-Readers (FluoStar) wurden 
zunächst 70 µl der Luciferase Assay Reagenz II in die Löcher injiziert, dann 70 µl Stop & 
Glo-Reagenz und die Lumineszenzmessung gestartet.  
2.2.7 Proteinisolation und Proteinanalysen 
2.2.7.1 Isolation von Gesamtproteinen mittels TriFastTM
Konfluente Endothelzellen in 6-Lochplatten wurden 3 mal mit HBSS gewaschen und 
anschließend mit 1 ml TriFast-Lösung pro Vertiefung lysiert. Nach der Lyse der Zellen 
erfolgte das Ablösen und Überführen der Suspension in Reaktionsgefäße. Die Trennung in 
drei Phasen (untere gelbe Phenol-Chloroform-Phase, obere farblose wässrige Phase und 
dazwischenliegende Interphase) wurde durch Zugabe von 0,2 ml Chloroform, 15 sec 
rundschütteln (vortex), 3-10 min Inkubation und anschließende Zetrifugation für 5 min bei 
12.000 rpm erreicht. Dabei ist die RNA in der wässrigen Phase. Die DNA und die Proteine 
befinden sich in der Inter- und Phenolphase. Nach dem vollständigen Entfernen der wässrigen 
Phase wurden 0,3 ml 98% Ethanol zugegeben, die Proben durch Invertieren gemischt und 2 
bis 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation bei 
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2.000 rpm für 5 min bei 4°C. Der Überstand wurde abgenommen, mit 1,5 ml Isopropanol 
versetzt und die Proteine präzipitiert. Nach einer Inkubation von 10 min bei Raumtemperatur 
erfolgte eine Zentrifugation bei 12.000 rpm für 10 min bei 4°C. Der Überstand wurde 
verworfen und das Pellet 3 mal mit jeweils 2 ml 0,3 M Guanidinhydrochlorid-Lösung 
gewaschen. Dabei erfolgte zwischen den Waschschritten ein Inkubation von 20 min bei 
Raumtemperatur und eine Zentrifugation bei 7.500 rpm für 5 min bei 4°C. Nach dem dritten 
Waschschritt erfolgte die Zugabe von 2 ml 98% Ethanol und eine erneute Inkubation für 20 
min. Zum Pelletieren der Proteine wurden die Proben bei 7.500 rpm für 5 min bei 4°C 
zentrifugiert. Die Proteinpellets wurden getrocknet und anschließend in 1% SDS 
resuspendiert. Die Lagerung der Proteine erfolgte bei -20°C.
2.2.7.2 Isolation von Membranproteinen
Konfluente Endothelzellen in 6-Lochplatten, wurden 3 mal mit HBSS gewaschen und 
anschließend  mit 100 µl 50/O/5/2-Puffer behandelt. Mit Hilfe eines Zell-Schabers wurden die 
Zellen abgelöst und in Reaktionsgefäße überführt. Durch dreimaliges Schockfrieren (10 sec 
flüssiger Sticktoff) und Auftauen bei 37°C wurden die Zellen lysiert. Die zytosolischen 
Proteine wurden durch eine Zentrifugation für 5 min bei 14.000 rpm und Abnahme des 
Überstandes entfernt. Das Pellet wurde in 50 µl 50/O/5/2-Puffer mit 1% SDS resuspendiert. 
Es folgte eine Zentrifugation für 5 min bei 14.000 rpm. Der Überstand mit den 
Membranproteinen wurde abgenommen und bei -20°C gelagert.
2.2.7.3 Bestimmung der Proteinkonzentration
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des BCA Protein Assay Reagenz 
(Pierce). Dabei wurden die Proteine 1:5 verdünnt und jeweils 25 µl von Standard und Proben 
in eine 96-Lochplatte überführt. Es folgte eine Zugabe von 200 µl Working-Reagenz pro well. 
Nach einer Inkubation von 30 min bei 37°C wurde die Absorption bei 570 nm in einem 
ELISA-Reader (FluoStar) gemessen. Der Proteingehalt wurde anhand der Standard-
Eichgerade über die Absorption bestimmt.
2.2.7.4 Western-Blot Analyse
Die elektrophoretische Trennung der Proteine erfolgte nach einer Denaturierung von 5 min in 
einem 10%-igen SDS Polyacrylamidgel. Für die spätere Bestimmung der Proteingrößen 
wurde parallel ein Proteingrößenmarker aufgetrennt (Prestained MW-Marker, Fermentas 
MBI). Die Elektrophorese bei 30 mA wurde, nachdem der blaue Farbstoff den unteren Rand 
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der Gele erreicht hatte, beendet. Anschließend erfolgte der Transfer (Mini-Trans-Blot 
Transfer Cell-System, BioRad) der Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran (Schleicher & 
Schuell, Dassel). Die Proteine wurden bei 4°C mit 200 mA für eine Stunde auf die Membran 
transferiert. Zur Kontrolle eines erfolgreichen Transfers wurde die Membran mit Ponceau-Rot 
gefärbt. Die Nitrotrocellulose-Membran wurde eine Stunde mit 5%-iger Magermilchlösung 
(w/v) inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzusättigen. Die primären Antikörper 
(Tab. 2.2) inkubierten über Nacht bei 4°C. Nach 6-mal 5 min Waschen der Membran mit 
TBS-T erfolgte eine Inkubation mit dem sekundären Antiköper (siehe Tab. 2.3), der mit einer 
Peroxidase aus  Meerrettich gekoppelt ist. Die Detektion der Peroxidaseaktivität erfolgte unter 
Verwendung einer Chemilumineszenzreaktion mit dem ECL Western-Blot-Detektionssystem 
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg). 
Tabelle 2.2: Verwendete primäre Antikörper 
Antikörper Herkunft Verdünnung
LOX-1 28-1 (Maus) Sawamura (Japan) 1:2000
LOX-1 JTX 92 (Maus) Sawamura (Japan) 1:2000
ECE-1 (Ziege) R&D Systems (Minneapolis,  USA) 1:1000
LDLR (Ziege) R&D Systems (Minneapolis,  USA) 1:500
GAPDH (Maus) Hytest (Turku, Finnland) 1:10.000
AT-1 (Kaninchen) Santa Cruz Biotechnology 
(Santa Cruz, USA)
1:2000
ET-B (Kaninchen) Dr. C. Schroeder (Mainz, Germany) 1:7500
p38 (Kaninchen) Cell Signaling (Frankfurt/Main) 1:2000
p38-P (Kaninchen) Cell Signaling (Frankfurt/Main) 1:2000
AKT (Kaninchen) Cell Signaling (Frankfurt/Main) 1:2000
AKT-P (Kaninchen) Cell Signaling (Frankfurt/Main) 1:2000
Tabelle 2.3: Verwendete sekundäre Antikörper
Antikörper Herkunft Verdünnung
Maus-IgG Zytomed (Berlin) 1:2000 – 1:5000
Kaninchen-IgG Zytomed (Berlin) 1:200 – 1:5000
Ziege-IgG Zytomed (Berlin) 1:2000
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2.2.8 Markierung und Aufnahme von LDL
2.2.8.1 1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine perchlorate (DiI) -
Markierung von nLDL und oxLDL 
Das DiI wurde für die Markierung von nLDL und oxLDL in DMSO gelöst und eine 
Konzentration von 3 mg/ml eingestellt. Für die Markierung der LDL-Partikel wurde die DiI-
Stammlösung mit der LDL-Lösung 1:20 verdünnt. Nach einer Inkubation von 18 h bei 37°C 
wurde durch einen Dichtegradienten DiI-markiertes LDL vom nicht markiertem LDL 
getrennt. Hierfür wurden 1 ml markierte Lösung in ein Ultrazentrifugen-Röhrchen überführt 
und mit Kaliumbromid (KBr) auf ein Gewicht von 1,08 g eingestellt. Anschließend wurden 4 
Ultrazentrifugen-Röhrchen mit jeweils 1,37 ml 0,25 M EDTA Lösung, 6 ml PBS und 250 µl 
der DiI-LDL/KBr Lösung gefüllt, so dass das Gewicht der einzelnen Röhrchen exakt 6,378 g 
betrug. Nach einer Ultrazentrifugation von 24 h bei 52.000 rpm und 4°C wurde ein Teil des  
Überstands entfernt und mit einer abgeschnittenen blauen Spitze die rotgefärbte Bande des 
DiI-markierten LDLs (in Bodennähe) abgenommen. Abschließend wurde das markierte LDL    
2 mal mit 9 Liter PBS bei Dunkelheit und 4°C über 24 h dialysiert. Die Lagerung des DiI-
LDLs erfolgte bei Dunkelheit und 4°C.
2.2.8.2 Photometrische Messung der DiI-LDL-Aufnahme in die Endothelzellen
Konfluente Endothelzellen in 6-Lochplatten wurden mit 100 µg/ml DiI-markiertem nLDL 
oder oxLDL stimuliert und 5 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen 5 mal mit PBS gewaschen. Nach dem Überschichten der Zellen mit 1 ml Isopropanol 
und 15 min schütteln, wurden die Zellsuspension in Röhrchen überführt. Es folgte eine 
Zentrifugation bei 3.000 rpm für 15 min. Der Überstand wurde in ein neues Röhrchen 
überführt, davon wurden 200 µl abgenommen und für Excitations- und Emissions-Messungen 
bei ?ex? ?? ???? ??? ???? ? ?em = 564 nm eingesetzt. Damit konnte die quantitative DiI-LDL-
Aufnahme bestimmt werden. 
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2.2.8.3 Fluoreszenzmikroskopische  Messung der DiI-LDL-Aufnahme in 
Endothelzellen
Endothelzellen wuchsen in 60 mm Schalen auf quervernetzter Gelatine bis zur Konfluenz. 
Nach dem Waschen der Zellen mit PBS wurden die Zellen mit DiI-LDL (100 µg/ml) Medium 
überschichtet und für 5 h im Inkubator bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden 3 mal mit PBS 
gewaschen und anschließend mit 4% Paraformaldehyd (v/v) fixiert. Nach dreimaligem 
Waschen mit PBS erfolgte die DAPI-Färbung der Zellkerne mit einer 1:1000 verdünnten 
DAPI-Lösung (2,5 mg/ml)  für 5 min. Abschließend wurden die Zellen 3 mal mit PBS 
gewaschen und die DiI-LDL-Aufnahme und DAPI-Zellkernfärbung mittels 
Fluoreszensmikroskopie dokumentiert.
2.2.9 Statistik
Die Ergebnisse der Experimente sind als  Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes (SEM) 
dargestellt. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels Student’s t-test bzw. der 
ANOVA-Methode bei multiplen Vergleichen (Sigma Stat statistical software 3.1 oder Excel 
(Microsoft Corporation). Ein Wert von P< 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse
3.1 Bestimmung des Oxidationsgrades von LDL
3.1.1 Bestimmung des LDL-Oxidationsgrades mittels ELISA nach 
dosisabhängiger Kupfersulfat-Oxidation
Durch Radikale kann nLDL zu oxLDL oxidiert werden. Im ersten Teil der Arbeit wurde die 
Dosisabhängigkeit der in vitro Oxidation (24 h) von nLDL anhand von 4 Konzentrationen 
Kupfersulfat (5; 10; 25 und 50 µM) analysiert. Die Maximalkonzentration von 50 µM CuSO4
führte zu einer 1,5-fachen Erhöhung des Oxidationsgrades (61±2,1 U/l, P=0,008) gegenüber 
der Kontrolle (39±1,0 U/l). Die geringeren Konzentrationen CuSO4 (25 µM: 49±2,9 U/l, P= 
0,002; 10 µM: 47±2,4 U/l, P= 0,005; 5 µM: 47±2,6 U/l, P=0,006) erreichten eine 


























Abb. 3.0: Dosisabhängige Oxidation von nLDL durch Kupfersulfat. 100µg/ml nLDL 
wurden mit Kupfersulfatkonzentrationen von 0; 5; 10; 25 und 50µM für 24 h oxidiert und der 
Oxidationsgrad mittels ELISA im Anschluss bestimmt. (n??????P??????vs. 0 µM CuSO4)
Der Oxidationsgrad vom nLDL (39±1,0 U/l) zeigte nach der Präparation keinen signifikanten 
Unterschied im Vergleich zu EDTA-LDL (36±2,4 U/l). Im Gegensatz dazu war der 






















Abb. 3.1: Bestimmung des Oxidationsgrades. Der Oxidationsgrad von jeweils 100 µg/ml 
EDTA-LDL, nLDL und oxLDL wurde mittels ELISA verglichen. (n??????P??????vs. EDTA-
LDL)
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3.1.2 Bestimmung des LDL-Oxidationsgrades mittels Dienmessung nach 
dosisabhängiger Oxidation mit Kupfersulfat
Die dosisabhängige Oxidation (24 h) von 100 µg/ml nLDL wurde mittels 
Absorptionsmessung bei 234 nm gemessen. Das nLDL wurde mit Kupfersulfat der 
Konzentrationen 25-100 µM oxidiert. Die Dienbildung wird in drei Phasen eingeteilt: lag-
Phase (antioxidative Kapazität), Propagierungs-Phase (Dienbildung) und Dekompensations-
Phase (weiterführende Reaktion der Peroxide zu Aldehyden und anderen Endprodukten). Die 
antioxidative Kapazität des LDL verringerte sich mit der Kupfersulfat-Dosis: 25 µM: 7 h, 50 
µM: 4,5 h und 100 µM: 3 h.   Die halbmaximale Oxidation durch Kupfersulfat wurde mit 25 
µM nach 24 h,  mit 50 µM nach 6,3 h und mit 100 µM nach 4,7 h erreicht. Die Applikation 
des Kupfersulfats verschiebt dosisabhängig die halbmaximale Oxidation nach links (Abb. 
3.2). Die Dienbildung nach 24 h war bei oxLDL (2,688±0,34) signifikant höher, als bei nLDL 
(1,141±0,12, P=0,001) und bei EDTA-LDL (0,984±0,05, P=0,001) (Abb. 3.3)
Abb. 3.2: Dosisabhängige Oxidation (25-100µM) von nLDL (100 µg/ml) mit Kupfersulfat im 24 h-
Intervall. Dunkelgrau = Oxidation mit 25 µM Kupfersulfat V50 = 24 h. Hellgrau = Oxidation mit 50 
µM Kupfersulfat V50 = 6,3 h. Schwarz = Oxidation mit 100 µM Kupfersulfat V50 = 4,7 h.
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Boltzmann sigmoidal
Best-fit values
     BOTTOM 0,1106      0,2054 0,1802
     TOP 1,630      1,903 181,0
     V50 279,2      381,7 1490




























Abb. 3.3: Bestimmung der Dienbildung bei LDL-Oxidation. Für die Bestimmung der Dienbildung 
wurde nLDL mit 50µM Kupfersulfat oxidiert und die Dienbildung nach 24 h spektrophotometrisch bei 
234 nm bestimmt. (n??????P??????vs. EDTA-LDL und nLDL) 
3.1.3 Bestimmung des LDL-Oxidationsgrades mittels Elektrophorese nach 
Oxidation mit Kupfersulfat
Um den Oxidationsgrad der LDL-Moleküle zu bestimmen, wurden die 
Laufstreckenunterschiede bei elektrophoretischer Auftrennung untersucht. Dabei wurden 500 
µg/ml nicht dialysiertes LDL (EDTA-LDL), dialysiertes LDL (nLDL) und für 24 h mit 
Kupfersulfat oxidiertes LDL (oxLDL) mittels Lipoprotein-Elektrophorese aufgetrennt. Es 
konnte gezeigt werden, dass das EDTA-LDL (30±0,4 mm) und natives LDL (31±0,3 mm) 
sich in der Laufstrecke nur gering unterscheiden. Oxidiertes LDL (36±0,5 mm, P=0,001) 
zeigte hingegen eine signifikante Verlängerung der Laufstrecke (Abb. 3.4).
Abb. 3.4:  Nachweis der Oxidation der LDL-Moleküle mittels Elektrophorese. Für die 
Elektrophorese wurden 500 ng/µl LDL aufgetragen. Laufstrecken: EDTA-LDL (30±0,4 mm), nLDL 
(31±0,3 mm) und oxLDL (36±0,5 mm). (n??????P??????vs. EDTA-LDL und nLDL)
Abb.1.4: Bestimmung des Oxidationsgrades mittels 
LDL Elektrophorese. Natives LDL wurde für 24 h  
oxidiert. Auf das Gel wurden 500µg/ml EDTA-LDL, 




























3.1.4 Untersuchung zur Stabilität des Oxidationsgrades bei Lagerung von LDL
Zur Untersuchung der Stabilität des Oxidationgrades von LDL wurde der Oxidationsgrad von 
EDTA-LDL, nLDL und oxLDL vor der Lagerung mittels photometrischer 
Absorptionsmessung bei 234 nm (3.5 A) und mit Lipoprotein-Elektrophorese (3.5 B) 
bestimmt. Nach vier Wochen Lagerung bei 4°C erfolgte die zweite Messung. Es konnten 
sowohl bei der Dienbildung (EDTA-LDL: 1,006±0,116; nLDL 0,842±0,05; oxLDL 
2,724±0,21), als auch bei der Elektrophorese (EDTA-LDL: 31,5±0 mm; nLDL 31,5±0,5 mm; 
oxLDL 37,0±0,5 mm) keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. 
Abb. 3.5: Untersuchung der Stabilität des Oxidationsgrades von LDL bei 4°C-Lagerung. Der 
Oxidationsgrad von EDTA-LDL, nLDL und oxLDL wurden nach der Isolierung bzw. Generierung 
mittels Dienbildung (A) und Elektrophorese (B) gemessen. Nach 4 Wochen Lagerung bei 4°C erfolgte 
eine erneute Messung (n=3).  
3.1.5 DNA Fragmentierungs-Assay in humanen Endothelzellen
Um zu überprüfen, ob das für die Versuche eingesetzte LDL in humanen Endothelzellen zu 
Apoptose führt, wurden HUAEC mit 100 µg/ml nLDL bzw. oxLDL 24 inkubiert. Die 
genomische DNA wurde isoliert und durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Es konnte 
weder eine Fragmentierung der DNA, noch ein erhöhtes Ablösen der mit Lipoproteinen 
inkubierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden.
Abb. 3.6: Einfluss von LDL auf Apoptose-induzierte DNA-Fragmentierung. HUAEC wurden mit 
100 µg/ml nLDL bzw. oxLDL für 24 h inkubiert. Nach Isolation der DNA wurde diese 





















































3.2 Einfluss von LDL auf die Regulation des Endothelin-Systems
Der erste Abschnitt der Untersuchungen zur Regulation des Endothelin-Systems beschäftigt 
sich mit in vitro-Versuchen. Im zweiten Abschnitt wurden durch in vivo-Versuche an Mäusen 
der Einfluss von Lipoproteinen auf die Regulation des Endothelin-System untersucht. 
3.2.1 Untersuchungen zum Einfluss von LDL auf die Preproendothelin-1-
mRNA-Expression 
Der Einfluss von LDL auf die Expression von ppET-1 wurde in venösen und arteriellen 
humanen Endothelzellen (HUVEC und HUAEC) untersucht. Die Zellen wurden für 
Zeitintervalle von 1, 3, 7, 12 und 24 Stunden mit 100 µg/ml nLDL bzw. oxLDL stimuliert.  
Zellen ohne Stimulation dienten als Kontrolle. Zur Quantifizierung der LDL-induzierten 
Regulation wurde RNA aus den Zellen isoliert und mittels RT-PCR die Expression analysiert. 
Die Stimulation mit oxLDL induzierte die ppET-1-Expression in HUVEC (182±40%, 
P=0,002) und HUAEC (188±32%, P=0,002) nach einer Stunde signifikant um das 1,8-fache 
der Kontrolle (Abb. 3.7 A und B). Nach 3 Stunden konnte bei beiden Zelltypen weiterhin eine 
signifikante Induktion mit oxLDL (HUVEC: 153±23%, P=0,002; HUAEC: 202±34%, 
P=0,004) beobachtet werden. Die ppET-1-mRNA-Expression durch nLDL wurde nur in 
HUAEC (164±18%, P=0,002) nach einer Stunde induziert. An den anderen Zeitpunkten 
konnten mit nLDL keine signifikanten Änderungen beobachtet werden.
Abb. 3.7: ppET-1-mRNA-Expression in humanen Endothelzellen. (A) mRNA Expression in 




















































































































































3.2.2 Untersuchungen zum Einfluss von LDL auf die Endothelin-Converting 
Enzyme-1-mRNA-Expression
In diesem Experiment wurde der zeitabhängige Einfluss von nLDL und oxLDL auf die ECE-
1-mRNA-Expression in venösen und arteriellen Endothelzellen untersucht. In HUVEC führte 
die Inkubation sowohl mit nLDL (170±24%, P=0,008), als auch mit oxLDL (189±29%, 
P=0,008) nach einer Stunde zu einem signifikanten Anstieg der ECE-1-mRNA-Expression. 
Zu den anderen Zeitpunkten konnte keine signifikante Induktion beobachtet werden (Abb. 3.8 
A). In HUAEC führt die Stimulation mit nLDL (162±13%, P=0,002) und oxLDL (201±24%, 
P=0,004) nach drei Stunden zu einer signifikanten Induktion der ECE-1-mRNA-Expression 
(Abb. 3.8 B).   
Abb. 3.8: ECE-1-mRNA-Expression in humanen Endothelzellen. (A) mRNA Expression in HUVEC 
und (B) in HUAEC. Die Expression ist angegeben im Prozent der zeitgleichen Kontrolle. (n?????P??????
vs. Kontrolle)
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3.2.3 Untersuchungen zur LDL-induzierten ECE-1-Protein-Expression
Um den Einfluss von LDL auf die zeitabhängige Protein-Expression in humanen 
Endothelzellen zu untersuchen, wurden HUVEC und HUAEC mit 100 µg/ml nLDL und 
oxLDL für ein bis sieben Stunden stimuliert und die isolierten Proteine in einem Western-
Blot für ECE-1 analysiert. Die Stimulation mit nLDL (129±7%, P=0,007) und oxLDL 
(162±10%, P=0,008) führt in HUVEC zu einer signifikanten Induktion der Protein-
Expression (Abb. 3.9 A). In arteriellen Endothelzellen führte die Inkubation mit nLDL 
(123±10%)  und oxLDL (137±25%) nach sieben Stunden zu einem Anstieg der ECE-1-
Protein-Expression, die aber keine statistische Signifikanz erreicht (P=0,343) (Abb. 3.9 B).
Abb. 3.9: ECE-1-Proteinexpression in humanen Endothelzellen. (A) Proteinexpression in venösen 
Endothelzellen und (B) in arteriellen Endothelzellen. Die Expression ist angegeben in Prozent der 
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3.2.4 Untersuchungen zum Einfluss von LDL auf die Endothelin-Rezeptor B-
mRNA-Expression
Der dominierende Rezeptor für Endothelin-1 in Endothelzellen ist der Endothelin-Rezeptor B 
(ETB). Es wurde in diesem Experiment der zeitabhängige Einfluss von LDL auf die ETB-
mRNA-Expression untersucht. Die Induktion des ETB erfolgte in HUVEC nach einer Stunde 
Inkubation mit nLDL (220±57%, P=0,008) und oxLDL (243±43%, P=0,015)  (Abb. 3.10). In 
HUAEC ist nach der Stimulation mit Lipoproteinen eine zeitabhängige Zunahme der ETB-
mRNA-Expression zu beobachten, welche nach 24 Stunden sowohl mit nLDL (144±16%, 
P=0,015), als auch mit oxLDL (194±26%)  signifikant ist. 
Abb. 3.10: Lipoprotein induzierte ETB-mRNA-Expression. Venöse und arterielle Endothelzellen wurden mit 


























































































































































3.2.5 Einfluss von Lipoproteinen auf die ETB-Proteinexpression 
Die ETB-Proteinexpression nach 2-stündiger nLDL- bzw. oxLDL-Inkubation wurde in 
HUVEC untersucht. Nach Isolation der Membranproteine wurde mittels Western Blot die 
Proteinexpression analysiert. Sowohl nLDL (309±18%, P=0,002), als auch oxLDL (36±3%, 
P=0,002) induzierten signifikant die ETB- Proteinexpression, wobei die Induktion mit nLDL 
fast 100-fach höher war (Abb. 3.11).
Abb. 3.11: Lipoprotein-induzierte ETB-Proteinexpression in HUVEC. Zellen wurden mit 100 µg/ml 
nLDL und oxLDL für 2 Stunden stimuliert. Die Proben wurden auf eine interne zeitgleiche Kontrolle 
(K) normalisiert. (n??????P??????vs. Kontrolle)
3.2.6 Untersuchungen zum Einfluss von Lipoproteinen auf das Endothelin-
System in Tiermodellen
Um den Einfluss von Lipoproteinen auf die Atherosklerose-Enstehung zu untersuchen, wurde 
die mRNA-Expression der Gene des Endothelin-Systems in Tiermodellen untersucht. Dabei 
wurde der Einfluss fettreicher Nahrung in C57BL/6-Wildtyp, gp91phox (Nox2) -/- und bLOX-1 
überexprimierenden Mäusen mittels semiquantitativer PCR analysiert. 
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3.2.7 Induktion des Endothelin-Systems nach fettreicher Fütterung von 
C57BL/6-Mäusen
Der Einfluss von fettreicher Diät auf das Endothelin-System wurde in 18 Wochen alten 
männlichen C57BL/6-Mäusen (zwei Gruppen, jeweils n=7) untersucht. Die Kontrollgruppe 
wurde mit Standardfutter (ssniff R/M-H) und die Versuchsgruppe mit einer fettreichen 
Nahrung (Western diet, ssniff EF R/M nach TD88137 mod.) 10 Wochen gefüttert. Nach der 
Fütterungsperiode wurden Aorta, Niere und Herz entnommen. Die Analyse der Proben 
erfolgte mittels RT-PCR. In den Aorten und Herzproben der fettreich gefütterten Mäuse 
wurden die Gene des Endothelin-Systems auf transkriptioneller Ebene induziert.
Abb. 3.12: Induktion des Endothelin-Systems im Tiermodell. Die transkriptionelle Regulation des 
Endothelin-Systems wurde in der Aorta (A) und im Herzen (B) von fettreich gefütterten C57BL/6-
Mäusen untersucht. C57BL/6-Mäusen mit Standardfutter dienten als Kontrollgruppe. Weiße Säulen 
repräsentieren die Kontrolle. (n??????P??????vs. Kontrolle)
Tab. 3.2: Induktion des ET-S
im Herz von C57BL/6-Mäusen
Tab. 3.1: Induktion des ET-S
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3.2.8 Einfluss fettreicher Diät auf das Endothelin-System von gp91phox (Nox2)-/--
Mäusen
In weiteren Untersuchungen wurde die Expression der Gene des Endothelin-Systems in der 
Aorta, im Herzen und der Niere von gp91phox-/--Mäusen auf transkriptioneller Ebene mittels 
RT-PCR untersucht. Dabei wurde der Einfluss von fettreichen Fütterung analysiert. 
Die mRNA-Expression der Gene des Endothelin-Systems zeigte in den untersuchten Organen 
Aorta (ppET: 156±29%; ECE-1: 78±16%), Herz (ppET: 123±16%; ECE-1: 93±12%; ETA: 
97±10%; ETB:  98±12%) und Niere (ppET: 89±18%; ECE-1: 140±28%; ETA: 76±18%; ETB: 
132±24%) der gp91phox-/--Mäuse keine signifikante Regulation im Vergleich zur internen 
Kontrolle mit Standardfutter (Abb. 3.13 A, B und C).
Abb. 3. 13: Einfluss fettreicher Diät auf die mRNA-Expression der Gene des Endothelin-Systems 
bei gp91phox (Nox2)-/--Mäusen. Die fettreiche Diät erfolgte für 10 Wochen. Kontrolltiere erhielten 
Standardfutter. Nach  der Entnahme der Organe erfolgte die Analyse der mRNA-Expression mittels RT-







































































































































































































3.2.9 Expression der Gene des Endothelin-Systems im Myokard von Patienten 
mit koronarer Herzkrankheit
In Kooperation mit dem Institut für Pathophysiologie und der Klinik für Herz- und 
Thoraxchirugie der Universität Halle wurde von Patienten mit koronarer Herzkrankheit 
Herzgewebe im Rahmen einer Bypass-Operation entnommen. Es wurden Kollektive  gebildet, 
die sich nur in der pharmakologischen Intervention in das Renin-Angiotensin-System 
(Behandlung mit ACE- Hemmern, AT1-Blockern bzw. Kontrolle) unterscheiden. Jede Gruppe 
bestand aus 10 Patienten. Aus den anonymisierten Gewebeproben wurde RNA isoliert. Im 
Weiteren wurde mittels RT-PCR die mRNA-Expression der Gene des Endothelin-Systems 
untersucht. Eine Behandlung mit ACE-Hemmern hatte in den untersuchten Patienten keinen 
Effekt auf die ppET-1 (4,8±1,5%) und ECE-1 (2,6±0,8%)-mRNA-Expression. Die Therapie 
mit einem AT1-Rezeptorantagonisten führte zu keiner signifikanten Regulation der ppET-1 
(4,4±1,4%) und ECE-1 (2,0±0,6%)-mRNA-Expression im Vergleich zur Kontroll-Gruppe 
(ppET-1: 4,0±1,3%; ECE-1 1,8±0,6%)  (Abb. 3.14). 
Abb. 3.14: Einfluss medikamentöser Behandlung von Patienten mit koronarer Herzkrankheit auf 
die ppET-1-und ECE-1-mRNA-Expression. Nach Entnahme der Myokardbiopsien wurde aus diesen 
Proben RNA isoliert, die Expression der Gene des Endothelin-Systems wurde RT-PCR analysiert und 





















































































































3.3 Einfluss von LDL auf die Regulation des Renin-Angiotensin-Systems
Im dritten Teil dieser Arbeit wurde die endotheliale Expression der Gene des Renin-
Angiotensin-Systems nach Stimulation mit Lipoproteinen untersucht. Die Analyse der  
Expression erfolgte in HUVEC und HUAEC.
3.3.1 Lipoprotein induzierte ACE-mRNA-Expression
Für die Analyse wurden HUVEC und HUAEC mit 100 µg/ml nLDL oder oxLDL für 1, 3, 7, 
12 und 24 h stimuliert (zeitgleiche nicht stimulierte Zellen als interne Kontrollen). Nach
Isolation der RNA erfolgte die Analyse der mRNA-Expression durch RT-PCR. In den 
HUVEC konnte eine transiente Induktion nach 1 h sowohl mit nLDL (139±24%, P=0,004), 
als auch mit oxLDL (176±24%, P=0,002) beobachtet werden. Eine signifikante Abnahme der 
ACE-mRNA-Expression erfolgte in den HUVEC nach 7 h Inkubation mit oxLDL (48±10%, 
P=0,002) und 12 h Inkubation mit nLDL (30±11 %, P=0,024) (Abb. 3.15 A). In HUAEC 
konnte ein biphasischer Verlauf der ACE-mRNA-Expression gezeigt werden. Nach 1 h wurde 
mit nLDL (72±13%, P=0,002) eine Reduktion und mit oxLDL (120±21%, P=0,017) eine 
Induktion im Vergleich zu nLDL beobachtet. Nach 3 h konnte mit nLDL (165±37%, 
P=0,008) und oxLDL (167±22%, P=0,008) signifikante Induktionen erreicht werden. Auch 
nach 7 h war ACE tendenziell erhöht. Nach 12 h wurde das Niveau der Kontrolle erreicht. Ein 
tendenzieller Anstieg erfolgte nach 24 h (Abb. 3.15 B).
Abb. 3.15: Lipoprotein-induzierte ACE-mRNA-Expression. HUVEC (A) und HUAEC (B) wurden 
mit 100 µg/ml nLDL und oxLDL für 1, 3, 7, 12 und 24 h stimuliert. Die Analyse der Expression 


































































































































3.3.2 Induktion der AT1-mRNA-Expression nach Stimulation mit nLDL und 
oxLDL
HUVEC und HUAEC wurden zeitabhängig (1, 3, 7, 12 und 24 h) mit 100 µg/ml nLDL und 
oxLDL inkubiert. Aus den Endothelzellen wurde die RNA isoliert und die Expression durch 
RT-PCR quantifiziert. Die Analyse der AT1-mRNA-Expression in HUVEC zeigte eine 
signifikante Induktion nach 3 h Inkubation mit nLDL (244±30%, P= 0,002) und oxLDL 
(254±43%, P= 0,002) (Abb. 3.16 A). In HUAEC konnte nach 1 h (nLDL: 263±66%, 
P=0,029; oxLDL: 366±56%, P=0,029), 3 h (oxLDL: 385±95%, P=0,002) und 24 h (oxLDL: 
384±107%, P=0,029) eine signifikante Induktion der AT1-mRNA-Expression beobachtet 
werden. Zu den Zeitpunkten 3, 7 und 24 h erfolgte mit nLDL eine tendenzieller Anstieg der 
AT1-mRNA-Expression (Abb. 3.16 B).
Abb. 3.16:  Induktion der AT1-mRNA-Expression nach Inkubation mit nLDL und oxLDL. 
HUVEC (A) und HUAEC (B) wurden mit 100 µg/ml LDL für 1, 3, 7, 12 und 24 h stimuliert und die 
Regulation der AT1 mRNA Expression durch RT-PCR bestimmt. (n??????P??????vs. Kontrolle)
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3.3.3 Lipoprotein- vermittelte Regulation der AT1-Proteinexpression 
Für die Analyse der AT1-Proteinexpression in arteriellen Endothelzellen (HUAEC) wurden 
Endothelzellen mit 100 µg/ml nLDL und oxLDL für 1, 3, 7, 12 und 24 h stimuliert. 
Zeitgleiche nicht stimulierte Zellen dienten als Kontrolle. Nach Isolation der 
Membranproteine erfolgte die Bestimmung der Proteinexpression mit Western Blot-
Analysen. Die AT1-Proteinexpression wurde mit nLDL nach 3 h (146±11%, P=0,015) und 7 h 
(153±6%, P=0,015)  signifikant induziert. Eine signifikante Induktion mit oxLDL erfolgte 
nach 1 h (168±18%, P=0,02), 3 h (194±11%, P=0,002) und 7 h (191±11%, P=0,003), wobei 
oxLDL nach 3 h eine signifikant höhere Induktion zeigt als nLDL (P=0,014). Nach 12 und 24 
h ist die AT1-Proteinexpression auf dem Niveau der Kontrolle (Abb. 3.17). 
Abb. 3.17: Induktion der AT1-Proteinexpression durch Lipoproteine. Nach zeitabhängiger 
Stimulation von arteriellen Endothelzellen (HUAEC) wurden Membranproteine isoliert und mit 












































































3.3.4 Dosisabhängige Induktion der AT1-mRNA-Expression
Um eine Abhängigkeit der AT1-mRNA-Expression von der nLDL- bzw. oxLDL 
Konzentration in HUAEC zu analysieren, wurden HUAEC mit unterschiedlichen Dosen (25, 
50, 75 und 100 µg/ml) nLDL und oxLDL für 1 h stimuliert. Nach Isolation der RNA wurde 
die dosisabhängige AT1-mRNA-Expression mittels RT-PCR analysiert. Durch oxLDL konnte 
ein konzentrationsabhängiger tendenzieller Anstieg der AT1-mRNA-Expression (25: 
154±30%; 50: 217±45%; 75: 229±75%; 100: 366±56%) beobachtet werden. Mit 100 µg/ml 
nLDL (263±66%, P=0,029) und oxLDL (366±56%, P=0,029) war die Induktion signifikant 
(Abb. 3.18). 
Abb.3.18: Dosisabhängige Induktion der AT1-mRNA-Expression durch Lipoproteine. HUAEC 
wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen (25, 50, 75 und 100 µg/ml) nLDL und oxLDL inkubiert. 








































































3.3.5 Induktion der AT2-mRNA-Expression nach Stimulation mit LDL
Der alternative Rezeptor für Angiotensin II (AT2) wurde in HUVEC und HUAEC nach 
zeitabhängiger (1, 3, 7, 12 und 24 h) Inkubation mit nLDL und oxLDL analysiert. Dabei 
konnte mit RT-PCR in venösen Zellen auch nach 40 PCR-Zyklen kein genspezifisches 
Produkt amplifiziert werden. In arteriellen Zellen konnte die AT2-mRNA-Expression 
nachgewiesen werden.  Nach 1 h (275±12%, P=0,011) und 3 h (336±77%, P=0,002) 
Inkubation mit oxLDL und nach 3 h mit nLDL (187±44%, P=0,002) konnte eine signifikante 
Induktion der AT2-mRNA-Expression beobachtet werden. Eine tendenziell verstärkte 
Expression erfolgte nach 7 und 24 h mit oxLDL (Abb. 3.19).
Abb. 3.19: Einfluss von Lipoproteinen auf die AT2-mRNA-Expression. Nach zeitabhängiger 







































































3.3.6 Dosisabhängige Induktion der AT2-mRNA-Expression
Für die Analyse der konzentrationsabhängigen Induktion der AT2-mRNA-Expression wurden 
HUAEC mit unterschiedlichen Dosen (25, 50, 75 und 100 µg/ml) nLDL und oxLDL für 1 h 
stimuliert. Die AT2-mRNA-Expression zeigte nach Stimulation durch nLDL keine Änderung 
des Expressionsniveaus im Vergleich zur Kontrolle. Eine Inkubation mit oxLDL führte bei 
einer Konzentration von 100 µg/ml zu einer signifikanten Induktion der AT2-mRNA-
Expression (275±12%, P=0,011) (Abb. 3.20). 
Abb. 3.20: Dosisabhängige Induktion der AT2-mRNA-Expression mit Lipoproteinen. HUAEC 
wurden mit unterschiedlichen Dosen (25, 50, 75 und 100 µg/ml) nLDL und oxLDL inkubiert. Die 



































































3.3.7 Einfluss von Candesartan auf die AT1-mRNA-Expression nach Induktion 
mit LDL
Arterielle Endothelzellen (HUAEC) wurden 1 h mit dem AT1-Rezeptorantagonisten 
Candesartan (10 µM) inkubiert. Es folgte eine Inkubation für 1 h mit nLDL bzw. oxLDL (100 
µg/ml). Nach der RNA-Isolation wurde die AT1-mRNA-Expression analysiert. Dabei wurde 
die Expression gegen die jeweilige 18S rRNA-Expression normalisiert. Die Inkubation mit 
nLDL (263±66%, P=0,029) und oxLDL (366±56%, P=0,029) führt zu einer signifikanten 
Induktion der AT1-mRNA-Expression. Durch Vorinkubation mit Candesartan wurde die AT1
–mRNA-Expression nach oxLDL-Inkubation signifikant reduziert (153±22%, P=0,028). Die 
Vorinkubation mit Candesartan und anschließende Inkubation mit nLDL (176±52%) führte zu 
einer geringen Reduktion der  AT1-mRNA-Expression (Abb. 3.21).
Abb. 3.21: Reduktion der AT1-mRNA-Expression nach LDL-Induktion durch Candesartan.
HUAEC wurden für 1 h mit Candesartan (10 µM) vorinkubiert und anschließend für 1 h mit nLDL bzw. 
oxLDL stimuliert. Nach der RNA-Isolation erfolgte die mRNA-Expressionsanalyse mittels RT-PCR. K 



































































3.3.8 Reduktion der AT2-mRNA-Expression nach LDL-Induktion durch 
Candesartan
HUAEC wurden für 1 h mit Candesartan (10 µM) vorinkubiert und anschließend für 1 h mit 
nLDL bzw. oxLDL (100 µg/ml) stimuliert. Die AT2-mRNA-Expression wurde mittels RT-
PCR analysiert. Dabei wurde die Expression auf die jeweilige 18S rRNA-Expression 
normalisiert. Die Stimulation mit oxLDL (275±12%, P=0,011) führte in HUAEC zu einer 
signifikanten Induktion der AT2-mRNA-Expression. Durch Candesartan wird die AT2-mRNA 
-Expression nach Stimulation mit oxLDL (174±24%, P=0,019) signifikant reduziert.  Nach 
Stimulation mit nLDL wird durch Candesartan das AT2-mRNA-Expressionsniveau nicht 
reduziert (182±47%) (Abb. 3.22).
Abb. 3.22: Reduktion der AT2-mRNA-Expression nach LDL-Induktion durch Candesartan.
HUAEC wurden für 1 h mit Candesartan (10 µM) vorinkubiert und anschließend für 1 h mit nLDL bzw. 


































































3.4 Einfluss von Lipoproteinen auf die Expression von LDL- und oxLDL-
Rezeptoren
In diesem Abschnitt wird der Einfluss von nLDL und oxLDL auf die Induktion des LDL-
Rezeptors (LDLR) und der oxLDL-Rezeptoren LOX-1 und TLR4 dargestellt. 
3.4.1 Induktion der LDLR-mRNA-Expression in HUVEC und HUAEC durch 
Lipoproteine
Um Interaktionen der Lipoproteine mit dem LDLR auf mRNA-Ebene zu untersuchen, wurden 
HUVEC und HUAEC für 1, 3, 7, 12 und 24 h mit je 100 µg/ml nLDL  und oxLDL inkubiert.
Inkubation mit nLDL (154±17%, P=0,002) und oxLDL (253±39%, P=0,004) zeigte in 
HUVEC nach 1 h eine signifikante Induktion. Die Induktion mit oxLDL war dabei signifikant 
höher, als mit nLDL (P=0,033). Zu den anderen Zeitpunkten war die LDLR-mRNA-
Expression auf dem Niveau der zeitgleichen Kontrollen (Abb. 3.23 A). In den arteriellen 
Endothelzellen konnte nach 3 h Inkubation mit nLDL (177±19%, P=0,002) eine signifikante 
Induktion beobachtet werden. Nach 24 h Stimulation mit nLDL (338±72 %, P=0,029) und 
oxLDL (247±83%, P=0,029) erfolgte eine signifikante Induktion der LDLR-mRNA-
Expression (Abb. 3.23 B).
Abb. 3.23: Abhängigkeit der LDLR-mRNA-Expression von Lipoproteinen. HUVEC (A) und 
HUAEC (B) wurden zeitabhängig (1, 3, 7, 12 und 24 h) mit 100 µg/ml nLDL und oxLDL inkubiert. Die 
















































































































































3.4.2 Regulation der LDLR-Protein-Expression in HUAEC durch Lipoproteine
Arterielle Endothelzellen (HUAEC) wurden mit 100 µg/ml nLDL und oxLDL für 12 h und 24 
h stimuliert. Nach Isolation der Membranproteine wurde mittels Western Blot die LDLR-
Protein-Expression analysiert. Nach 12 h Inkubation von HUAEC mit oxLDL (70±10%, 
P=0,03) konnte eine signifikante Reduktion der LDLR-Protein-Expression beobachtet 
werden. Die Stimulation für 24 h mit nLDL (124±2%, P=0,001) führte zu einer signifikanten 
Induktion und mit oxLDL (48±4%, P=0,001) zu einer signifikanten Reduktion der LDLR-
Protein-Expression (Abb. 3.24).
Abb. 3.24: Einfluss von nLDL und oxLDL auf die LDLR-Protein-Expression in arteriellen 
Endothelzellen. HUAEC wurden mit 100 µg/ml nLDL bzw. oxLDL für 12 und 24 h inkubiert. Nach 












































































3.4.3 Regulation der LOX-1-mRNA-Expression durch nLDL und oxLDL
Um Interaktionen von Lipoproteinen mit dem LOX-1-Rezeptor auf mRNA-Ebene zu 
untersuchen, wurden HUVEC und HUAEC für 1, 3, 7, 12 und 24 h mit 100 µg/ml nLDL bzw. 
oxLDL inkubiert. Die Inkubation von HUVEC mit nLDL lieferte für die Zeitpunkte 3 h 
(300±73%, P=0,004) und 7 h (445±120%, P=0,002) eine signifikante Induktion der LOX-1-
mRNA-Expression. Stimulation mit oxLDL zeigte eine signifikante Induktion der mRNA-
Expression nach 1 h (249±17%, P=0,004), 3 h (432±121%, P=0,002) und 7 h (531±161%, 
P=0,002) (Abb 3.25 A). In HUAEC führte die Inkubation mit nLDL (3 h: 237±44%, 
P=0,004; 7 h 212±44%, P=0,002) und oxLDL (3 h: 202±44%, P=0,004; 7 h 287±47%, 
P=0,004) nach 3 und 7 h zu signifikant erhöhter LOX-1-Expression (Abb. 3.25 B). 
Abb. 3.25: Zeitabhängige LOX-1-mRNA-Expression nach Inkubation mit Lipoproteinen. 
HUVEC (A) und HUAEC (B) wurden zeitabhängig (1, 3, 7, 12 und 24 h) mit jeweils 100 µg/ml nLDL 
und oxLDL stimuliert. Die Analyse der mRNA-Expression erfolgte durch semiquantitative RT-PCR. 



































































































































































































3.4.4 Normalisierung der oxLDL-induzierten LOX-1-Protein-Expression durch 
LOX-1-Antikörper in HUVEC
Für die Analyse der Regulation der LOX-1-Protein-Expression wurden HUVEC wurden für 6 
h mit nLDL und oxLDL inkubiert. Mit einem blockierenden LOX-1-Antikörper wurden 
Zellen 1 h vorinkubiert und anschließend für 6 h mit oxLDL stimuliert.  Membranproteine 
wurden isoliert und die Expression der Proteine mittels Western Blot analysiert. Durch 
Inkubation mit nLDL (224±24 relative Einheiten, RE) wurde keine Veränderung der LOX-1-
Protein-Expression im Vergleich zur internen Kontrolle (201±19 RE) beobachtet. Nach 
Inkubation mit dem blockierenden LOX-1 Antikörper wurde die signifikant durch oxLDL-
induzierte Protein-Expression (292±22 RE, P=0,02) normalisiert (183±27 RE) (Abb. 3.26).
Abb. 3.26: Herabregulation der oxLDL-induzierten LOX-1-Proteinexpression durch LOX-1-
Antikörper-Blockade. HUVEC wurden 6 h mit 100 µg/ml nLDL, oxLDL und oxLDL + blockierenden 
































































3.4.5 Induktion der LOX-1-Protein-Expression in HUAEC
Die zeitabhängige Induktion der LOX-1-Protein-Expression durch 100 µg/ml nLDL und 
oxLDL wurde in humanen arteriellen Endothelzellen überprüft. Nach Isolation der 
Membranproteine erfolgte die Analyse der LOX-1-Protein-Expression mittels Western Blot. 
Die Inkubation mit nLDL zeigte im untersuchten Zeitintervall keine signifikanten 
Veränderungen im Vergleich zur Kontrolle. OxLDL induzierte nach 3 h (168±18%, P=0,012) 
und 7 h (153±18%, P=0,036) signifikant die LOX-1-Protein-Expression (Abb. 3.27).
Abb. 3.27: Induktion der LOX-1-Proteinexpression in HUAEC. Nach 1, 3, 7, 12 und 24 h 
Inkubation von HUAEC mit 100 µg/ml nLDL bzw. oxLDL wurde durch Western Blot-Analysen die 
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3.4.6 Regulation des LOX-1-Promotors durch Lipoproteine
Die Reportergen-Analyse des LOX-1-Promotors erfolgte durch den Dual-Luciferase-Assay. 
Hierfür wurden HEK-Zellen mit einem LOX-1-Promotor-Konstrukt transfiziert. Die LOX-1 
Promotor-Aktivität wurde gegen Kontroll-Plasmid-Aktivität normalisiert. HEK-Zellen 
wurden nach Transfektion mit dem LOX-1-Promotor-Plasmid 3 h mit 100 µg/ml nLDL bzw. 
oxLDL inkubiert. Die Inkubation der LOX-1-Promotor-Plasmide mit oxLDL (185±19%, 
P=0,005) zeigte eine signifikant erhöhte Aktivität. Dagegen zeigte die Inkubation mit nLDL 
(116±8%) keinen signifikanten Effekt auf die Reportergen-Aktivität (Abb. 3.28). 
Abb. 3.28: Aktivierung des LOX-1-Promotors durch oxLDL. HEK-Zellen wurden nach der 
Transfektion mit dem LOX-1-Promotor-Plasmid mit 100 µg/ml nLDL bzw. oxLDL für 3 h stimuliert. 


























































3.4.7 Zeitabhängige Regulation der TLR4-mRNA-Expression durch 
Lipoproteine
HUVEC und HUAEC wurden mit 100 µg/ml nLDL und oxLDL für 1, 3, 7 12 und 24 h 
inkubiert. Nach der Isolation der RNA wurde mittels semiquantitativer RT-PCR die TLR4-
mRNA-Expression analysiert. In HUVEC führte die Inkubation mit nLDL (175±36%, 
P=0,002) und oxLDL (237±32%, P=0,004) nach 1 h zu einer signifikanten Induktion der 
TLR4-mRNA-Expression. Zu den anderen untersuchten Zeitpunkten führte die Lipoprotein-
Inkubation zu keiner signifikanten Regulation der mRNA-Expression (Abb. 3.29 A). In den 
HUAEC führte die Inkubation mit nLDL (144±16%, P=0,029) und oxLDL (194±26%, 
P=0,029) nach 24 h zu einer signifikanten Induktion der TLR4-mRNA-Expression. Zu den 
Zeitpunkten 3, 7 und 12 h konnte ein tendenzieller Anstieg der TLR4-mRNA-Expression 
nach oxLDL-Inkubation beobachtet werden. Diese erreichten aber keine statistische 
Signifikanz (Abb. 3.29 B).
Abb. 3.29: Einfluss von Lipoproteinen auf die zeitabhängige Induktion der TLR4-mRNA-
Expression. HUVEC (A) und HUAEC (B) wurden zeitabhängig (1, 3, 7, 12 und 24 h) mit 100 



































































































































3.4.8 Aufnahme von Lipoproteinen in humane Endothelzellen
Um die Aufnahme von Lipoproteinen in HUAEC zu überprüfen, wurde oxLDL mit dem 
Farbstoff DiI markiert. Die Zellen wurden mit 0, 50 bzw. 100 µg/ml DiI-oxLDL oder 100 
µg/ml DiI-oxLDL + 100 µg/ml oxLDL für 5 h inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurde 
die Aufnahme der DiI markierten Lipoproteine mittels Fluoreszenzmikroskopie (Abb. 3.30 A-
C) und Fluoreszenz-Spektrometrie (Abb. 3.31) analysiert. Die Stimulation mit 50 (0,55±0,06, 
P=0,049) und 100 µg/ml DII-oxLDL (1,32±0,19, P=0,017) zeigten eine erhöhte Aufnahme in 
die HUAEC im Vergleich zu den unstimulierten Zellen. Die Kompetetion mit 100 µg/ml DiI-
oxLDL + 100 µg/ml oxLDL zeigte im Vergleich zur 100 µg/ml DiI-oxLDL Stimulation eine 
signifikant verringerte DiI-oxLDL -Aufnahme (0,82±0,08, P=0,049). 
Abb. 3.30: Fluoreszenzmikroskopische Überprüfung der Aufnahme von DiI markiertem LDL in 
HUAEC. Zellen wurden für 5 h mit 50 (A) bzw. 100 µg/ml nLDL (B)  oder 100 µg/ml DiI-oxLDL + 
100 µg/ml oxLDL (C) stimuliert. Vergrößerung 1:40, FITC-Filter 450-490 nm.
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Abb. 3.31: Fluoreszenzspektrometrische Analyse der DiI-LDL-Aufnahme in HUAEC. Die Zellen 
wurden für 5 h mit 50, 100 µg/ml nLDL (B)  oder 100 µg/ml DiI-oxLDL + 100 µg/ml oxLDL inkubiert. 
Die Fluoreszenzwerte sind angegeben in relativen Einheiten (RE). (* P??????
3.5 Signaltransduktion
In Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Alexander W. Krug und Herrn Dr. Christian Ziegler 
(Uniklinikum Dresden, MKIII, Diabetologie) wurde die Aktivierung von Signalwegen durch 
Lipoproteine in humanen Endothelzellen untersucht. In diesem Abschnitt ist die Aktivierung 
von ERK 1/2 und p38 durch Lipoproteine in humanen Endothelzellen dargestellt. 
3.5.1 Untersuchungen zur Zeitabhängigkeit der ERK 1/2-Phosphorylierung in 
HUVEC durch LDL
Es wurden HUVEC (Abb. 3.32 A) mit jeweils 100 µg/ml nLDL bzw. oxLDL stimuliert. 
Mittels ELISA wurde die Phosphorylierung von ERK 1/2 überprüft. Nach 15 min (Abb. 3.32 
A) und 60 min (Abb. 3.32 B) Inkubation von HUVEC mit nLDL (15 min: 170±17%, 
P=0,004; 60 min: 188±7%, P=0,004) und oxLDL (15 min: 144±10%, P=0,029; 60 min: 
148±7%, P=0,029) konnte eine  signifikante Aktivierung durch Phosphorylierung von ERK 
1/2 zu pERK 1/2 gezeigt werden, wobei die Aktivierung mit nLDL höher war. Als positive 






































































































































Abb. 3.32: Aktivierung von pERK 1/2 durch Lipoproteine. HUVEC wurden mit 100 µg/ml nLDL 
oder oxLDL für 15 (A) oder 60 min (B) stimuliert. Die PMA-Stimulation diente als Positivkontrolle. 
Nach der Inkubation wurde mittels ELISA die Aktivierung analysiert. (n??????P??????vs. Kontrolle)
3.5.2 Untersuchungen zur Zeitabhängigkeit der ERK 1/2-Phosphorylierung in 
HUAEC durch LDL
HUAEC wurden mit 100 µg/ml nLDL bzw. oxLDL für 20 und 60 min stimuliert und 
anschließend die pERK 1/2-Aktivierung durch ELISA bestimmt. Die Stimulation für 20 min 
mit nLDL (497±32%, P=0,002) aktivierte signifikant die Phosphorylierung von pERK 1/2, 
wobei die Stimulation mit oxLDL (122±24%) keine signifikante Veränderung zur Kontrolle 
zeigte (Abb. 3.33 A). Die Stimulation für 60 min mit nLDL (362±53%, P=0,004) und oxLDL 
(220±24%, P=0,004) führte zur signifikanten Aktivierung von pERK 1/2 (Abb. 3.33 B).
Abb. 3.33: pERK 1/2-Aktivierung in HUAEC nach Lipoprotein-Inkubation. HUAEC wurden für 
20 (A) und 60 min (B) mit 100 µg/ml nLDL oder oxLDL stimuliert und anschließend die Aktivierung  





























































































































3.5.3 Untersuchungen zur Zeitabhängigkeit der p38-Phosphorylierung in 
HUVEC durch LDL
Für die Untersuchung der p38-Aktivierung in HUVEC wurden Zellen mit 100 µg/ml nLDL 
oder oxLDL stimuliert. Nach 15 und 60 min wurde die p38-Aktivierung mittels ELISA 
gemessen. Inkubation mit nLDL (15 min: 129±8%, P=0,029; 60 min: 174±14%, P=0,002) 
aktivierte signifikant die p38-Phosphorylierung (Abb. 3.34 A). Die Inkubation mit oxLDL (15 
min: 146±8%; 60 min: 102±7%)  zeigte keine signifikante Veränderung der p38-Aktivierung 
(Abb. 3.34 B). Die Positivkontrolle Sorbitol induzierte signifikant die p38-Aktivierung (15 
min: 264±15%, P=0,002; 60 min: 550±108%, P=0,004).
Abb. 3.34: Aktivierung von p38 in HUVEC nach Lipoprotein-Inkubation. HUVEC wurden für 15 
(A) und 60 min (B) mit 100 µg/ml nLDL oder oxLDL stimuliert und anschließend die Aktivierung  















































































































3.5.4 Untersuchungen zur Zeitabhängigkeit der p38-Phosphorylierung in 
HUAEC durch LDL
HUAEC wurden mit 100 µg/ml nLDL bzw. oxLDL für 20 und 60 min stimuliert und 
anschließend die p38-Aktivierung durch ELISA bestimmt. Die Stimulation mit nLDL (20 
min: 370±68%, P=0,029; 60 min: 178±13%, P=0,002) bzw. oxLDL (20 min: 282±11%, 
P=0,002; 60 min: 201±21%, P=0,002) aktivierte signifikant die p38- Phosphorylierung (Abb. 
3.35 A und B). Die Positivkontrolle Sorbitol induzierte signifikant die p38-Aktivierung (20 
min: 491±95%, P=0,029; 60 min: 437±15%, P=0,004).
Abb. 3.35: Aktivierung von pERK 1/2 in HUAEC nach Lipoprotein-Inkubation. HUAEC wurden 
für 20 (A) und 60 min (B) mit 100 µg/ml nLDL oder oxLDL stimuliert und anschließend die 



























































































































In der vorliegenden Arbeit wurden Methoden zur Isolierung und Charakterisierung von LDL 
etabliert. Weiterhin wurde eine zeit- und dosisabhängige Induktion der Expression von Genen 
des Renin-Angiotensin-Systems, des Endothelin-Systems und verschiedener Lipoprotein-
Rezeptoren durch natives und oxidiertes LDL in humanen Endothelzellen untersucht.
4.1  Isolierung und Charakterisierung von LDL
Das LDL hat bei der Entstehung von Atherosklerose und koronarer Herzkrankheiten eine 
große Bedeutung (Lusis, 2000). LDL lässt sich durch Radikale im Organismus leicht zu 
oxLDL oxidieren, welches durch Makrophagen in die Arterienwand aufgenommen werden 
kann. Dies führt zur Schaumzellbildung und trägt damit zur Entstehung von Atherosklerose 
bei (Esterbauer et al., 1992; Steinberg et al., 1989; Witztum and Steinberg, 1991). Zur 
Untersuchung des Einflusses von LDL auf die Expression endothelialer Gene wurden 
Methoden zur Isolierung von LDL etabliert. Dabei wurde die Methode von Pietzsch und 
Mitarbeiter zur Präparation von geringen Mengen an LDL modifiziert, um größere Mengen 
von LDL aus humanem Serum zu isolieren (Pietzsch et al., 1995). Es existieren 
unterschiedliche Methoden zur Oxidation von LDL. Für die in vitro Oxidation von LDL 
werden unter anderem CuSO4, FeSO4, FeCl3, Fe/H2O2 (Balla et al., 1991; Klouche et al., 
2004; Kuzuya et al., 1991) eingesetzt.  In der vorliegenden Arbeit wurde das durch die 
Ultrazentrifugation erhaltene LDL durch Kupfersulfat zu oxidiertem LDL modifiziert. Durch 
Anwendung von drei unterschiedlichen Methoden (oxLDL-ELISA, Dienmessung und 
Lipoprotein-Elektrophorese) wurde das isolierte LDL und oxLDL charakterisiert. Die 
Oxidation mit 50 µM Kupfersulfat für 24 h ergab für das oxLDL einen physiologischen 
Oxidationsgrad. Svatikova und Mitarbeiter finden in ihren Untersuchungen (Svatikova et al., 
2005) in Patientenplasma oxLDL-Oxidationsgrade von 50-60 U/l, die den in dieser Arbeit 
gemessenen Werten entsprechen. Mit der Messung der Dienbildung konnte der zeitliche 
Verlauf der LDL-Oxidation quantifiziert werden. Die Oxidation mit 50 µM Kupfersulfat 
zeigte nach 7 h eine Sättigung der Dienbildung, da die antioxidative Kapazität erschöpft war. 
Für die weiteren Versuche wurde das LDL 24 Stunden oxidiert, um eine vollständige 
Oxidation zu erreichen.
Diskussion 61
Da unterschiedliche LDL-Präparationen eine variable antioxidative Kapazität besitzen, war so 
eine jeweils vollständige Oxidation gewährleistet. Carru und Mitarbeiter konnten für die 
LDL-Oxidation durch Kupfersulfat einen zeitlichen Verlauf der Dienbildung bestimmen, der 
die in dieser Arbeit gemessenen Verläufe bestätigt (Carru et al., 2004). Die LDL-
Elektrophorese erlaubt im Gegensatz zu den beiden anderen Methoden nicht nur eine 
quantitative, sondern auch eine qualitative Analyse des LDLs. Eine eventuelle 
Verunreinigung mit HDL oder eine unvollständige Oxidation konnten anhand der LDL-
Elektrophorese nachgewiesen werden. Die LDL-Elektrophorese hat eine hohe Sensitivität und 
erlaubt durch Vergleich der Laufstrecken von nLDL und oxLDL die Bestimmung des 
Oxidationsgrades von LDL (Hulten et al., 2005; Kevil et al., 2001; Stengel et al., 1998). Der 
Oxidationsgrad von LDL war auch nach vier Wochen Lagerung bei 4°C Dunkelheit stabil. 
Die in dieser Arbeit verwendeten Lipoproteine wurden maximal eine Woche bis zum 
experimentellen Einsatz gelagert. In der Literatur werden für die Lagerung von LDL 
Temperaturen von 4°C, -20°C und -80°C bei einer Dauer von einer Woche bis zu 2 Jahren 
beschrieben (Lopes-Virella et al., 1982; Sigalov, 1995; Sobenin et al., 1998; Ujhelyi et al., 
1998). 
Um eine mögliche pathogene Wirkung des nLDL bzw. oxLDLs auf die Endothelzellen 
auszuschließen wurden mittels eines DNA-Leiter-Assays die Wirkung der Lipoproteine auf 
die apoptotische DNA-Fragmentierung analysiert. Dabei konnte mit der in dieser Arbeit 
verwendeten Konzentration (max. 100 µg/ml) von nLDL und oxLDL keine DNA-
Fragmentierung beobachtet werden. Mikroskopische Analyse der Zellen lieferte keine 
Anzeichen für erhöhte Zellschädigung, wie z.B. Ablösen der Zellen, apoptotische Körper oder 
eine Wachstumsinhibition. Damit konnte eine in der Literatur beschriebene proapototische 
Wirkung von oxLDL (80 µg/ml oxLDL in humanen Koronararterien-Endothelzellen) (Chen 
et al., 2004) unter unseren Versuchsbedingungen ausgeschlossen werden. Auch eine in 
HUVEC beschriebene DNA-Fragmentierung (Dimmeler et al., 1997) konnte nicht beobachtet 
werden. 
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4.2 Einfluss von LDL auf das Endothelin-System
Im zweiten Abschnitt wurde die Regulation der Expression der Gene des Endothelin-Systems 
durch nLDL und oxLDL untersucht. Bis jetzt haben nur wenige Arbeiten den Einfluss von 
nLDL und oxLDL auf das Endothelin-System analysiert. Die Ergebnisse der vorliegenden 
Arbeit zeigen sowohl in HUVEC, als auch in HUAEC eine zeitabhängige Induktion der Gene 
des Endothelin-Systems. Die hier gezeigten Ergebnisse werden teilweise von anderen 
Gruppen bestätigt. So wird in humanen Endothelzellen die Preproendothelin-1-Expression 
und Endothelin-1-Sekretion durch Lipoproteine induziert (Boulanger et al., 1992; Horio et al., 
1993). Tan und Mitarbeiter konnten in Ratten-Mesengial-Zellen eine erhöhte ppET-1-mRNA 
und ET-1-Bildung nach Inkubation mit oxLDL, aber nicht mit nLDL beobachten (Tan et al., 
1997). In glatten Muskelzellen stimulierte nLDL und oxLDL die ppET-1-mRNA und ET-1-
Sekretion (Haug et al., 2001). Die Induktion von ECE-1 durch nLDL und oxLDL ist bisher 
nicht gezeigt worden. Endothelzellen können damit die Endothelin-1-Sekretion als Antwort 
auf Lipoproteine auch durch proteolytische Prozessierung des Vorläufermoleküls big-ET-1 
regulieren. In einer kürzlich von unserer Arbeitsgruppe veröffentlichten Untersuchung 
konnten wir zum ersten Mal zeigen, dass  Lipoproteine sowohl die mRNA, als auch die ETB-
Rezeptor-Protein-Expression in humanen Endothelzellen induziert (Muller et al., 2006). Bei 
Vergleich von nLDL mit oxLDL auf die Expression der Gene des Endothelin-Systems 
bewirkt oxLDL eine leicht höhere Induktion, als nLDL. Auf der Ebene der ETB-Rezeptor-
mRNA-Expression zeigten nLDL und oxLDL nahezu die gleiche Induktionsstärke (220±57% 
und 243±43%). Stimulation mit nLDL (309±18 RE) führte auf dem Niveau der Protein-
Expression jedoch zu einer viel stärkeren Induktion, als durch oxLDL (36±3 RE). Diese 
erhöhte Protein-Expression durch nLDL könnte durch posttranskriptionelle Mechanismen 
verursacht werden, wie z.B. Protein-Stabilisierung oder Inhibierung der Protein-Degradation. 
Frühere Untersuchungen haben unterschiedliche Effekte von nLDL und oxLDL zeigen 
können. So induziert nLDL in glatten Muskelzellen (Nickenig et al., 1997a) den AT1-
Rezeptor. Dagegen bewirkt oxLDL keine Induktion (Nickenig et al., 1997b). In Makrophagen 
induzierten nLDL und oxLDL den „scavenger“ Rezeptor, die Lipoprotein-Lipase-Sekretion 
und mRNA-Expression durch unterschiedliche mRNA-stabilisierende Mechanismen (Han 
and Nicholson, 1998; Stengel et al., 1998). Der endotheliale ETB-Rezeptor kann die NO-
Freisetzung stimulieren (Boulanger and Luscher, 1990). Dies repräsentiert einen ET-1-
vermittelten Mechanismus antiapoptotischen Effekts in Endothelzellen (Shichiri et al., 1997). 
ETB kann auch als ein „clearence“ 
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Rezeptor wirken, der die erhöhte zirkulierende ET-1-Serum-Konzentration und lokal erhöhte 
vaskuläre ET-1-Immunreaktivität in Koronarendothel bei endothelialer Dysfunktion und 
Atherosklerose beeinflussen kann (Barton et al., 1998a; Lerman et al., 1991; Lerman et al., 
1995). Deswegen kann die Induktion von ETB durch Lipoproteine, vor allem durch nLDL, 
durchaus auch als ein kompensatorischer atheroprotektiver Mechanismus verstanden werden. 
Dies wird durch Untersuchungen von Best und Mitarbeitern unterstützt. Bei chronischer ETA
-Rezeptorblockade sowie bei erhöhtem ET-1-Plasmaspiegel wird im Koronarendothel durch 
eine ETB-vermittelte NO-Freisetzung die Gefäßfunktion bei Hypercholesterolemie positiv 
beeinflußt (Best et al., 1999).
Die in vitro Daten mit HUVEC und HUAEC zeigten eine erhöhte Protein- und mRNA-
Expression der Gene des Endothelin-Systems nach Lipoprotein Stimulation. Um die in vitro
Daten mit in vivo Daten zu vergleichen, wurden Wildtyp- (C56BL/6) und gp91phox-/- Mäuse 
für 10 Wochen fettreich gefüttert. Wildtyp-Mäuse zeigten auf transkriptioneller Ebene eine 
erhöhte Induktion der Gene des Endothelin-Systems sowohl in der Aorta, als auch im Herzen. 
Die Induktion des Endothelin-Systems nach fettreicher Fütterung konnte in mehreren 
Untersuchungen bestätigt werden. Parrinello und Mitarbeiter zeigten in obesen hypertensiven 
und obesen normotensiven Patienten einen erhöhten Plasma ET-1-Spiegel im Vergleich zu 
normalgewichtigen normotensiven Propanden (Parrinello et al., 1996). Barton und Mitarbeiter 
untersuchten den Einfluss fettreicher Fütterung von Wildtyp (C56BL/6) -Mäusen auf das 
Renin-Angiotensin-System und die Rolle von ET-1 (Barton et al., 2000). In der Niere konnte 
durch ETA-Rezeptorblockade die durch fettreiche Fütterung erhöhte ET-1-vermittelte ACE-
Aktivierung verhindert werden. In syrischen Goldhamstern konnte gezeigt werden, dass 
fettreiche Fütterung zur Erhöhung der ET-1 Sekretion in der Aorta führt. Diese erhöhte ET-1-
????????????????????????????????????????-Tocopherol) verringert werden (Davis et al., 2006). 
Adiarto und Mitarbeiter konnten nach fettreicher Fütterung von Wildtyp (C56BL/6) -Mäusen 
eine erhöhte ET-1-Sekretion und ECE-1-Expression im Myokard beobachten (Adiarto et al., 
2007). Die fettreiche Fütterung von gp91phox-/- Mäusen führte zu keiner Veränderung der 
mRNA-Expression der Gene des Endothelin-Systems im Vergleich zu den ungefütterten 
gp91phox-/- Mäusen. Die erhöhte mRNA-Expression der Gene des Endothelin-Systems in 
fettreich gefütterten WT-Mäusen könnte somit durch die erhöhte Aktivität der NADPH-
Oxidase erklärt werden. Mit einer Zunahme der Radikalbildung nimmt auch die NO-
Bioverfügbarkeit ab, so dass die Vasodilatation der Gefäße abnimmt und die Expression 
vasokonstriktorischer Gene zunimmt. Jung und 
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Mitarbeiter konnten dabei zeigen, dass in gp91phox-/- Mäusen die ROS-Bildung trotz fettreicher 
Fütterung abnimmt (Jung et al., 2004) . Dagegen konnten andere Arbeitsgruppen eine 
Erhöhung der ROS-Bildung nach fettreicher Fütterung in Ratten und Meerschweinchen 
nachweisen (Maeda et al., 2005; Zhang et al., 2005).          
In weiteren Untersuchungen dieser Arbeit wurde retrospektiv die Expression von Genen des 
Endothelin-Systems in humanen Myokardgewebe von Patienten untersucht, die durch 
medikamentöse Therapie mit dem selektiven Angiotensin II-Rezeptor Typ 1-Blocker 
Candesartan oder einer Standardtherapie ohne pharmakologischen Eingriff in das Renin-
Angiotensin-System (bzw. zur Kontrolle mit ACE-Hemmer-Therapie) in der Wartezeit auf 
die Bypass-Operation behandelt wurden. Die untersuchten atrialen Gewebestücke zeigten 
weder nach ACE-Hemmer-Therapie, noch nach AT1-Blockade einen Unterschied in der 
ppET-1 und ECE-1-Expression. Im Gegensatz dazu haben Patienten mit kongestiver 
Herzinsuffizienz eine erhöhte Expression der Gene des Endothelin-Systems. Diese kann 
durch ACE-Hemmer oder AT1-Blocker-Therapie herabreguliert werden. Zdrenghea und 
Mitarbeiter zeigten in Patienten mit kongestiver Herzinsuffizienz eine Verminderung der 
Endothelin-Sekretion nach ACE-Hemmer- oder AT1-Blocker-Therapie (Zdrenghea et al., 
2003). Weiterhin konnten Ergul und Mitarbeiter eine 3-4-fach höhere ppET-1- und ECE-1-
Expression in Patienten mit Herzinsuffizienz nachweisen (Ergul et al., 2000). Zolk und 
Mitarbeiter zeigten dagegen in ihrer Untersuchung an Patienten mit kongestiver 
Herzinsuffizienz eine Reduktion des ETB-Rezeptors, während die ppET-1-, ECE-1- und ETA-
Expression in diesen Patienten unverändert blieb (Zolk et al., 1999). 
In tierexperimentellen Untersuchungen wurden unterschiedliche Ergebnisse bezüglich der 
Expression der Gene des Endothelin-Systems bei Herzinsuffizienz beschrieben. Perfusions-
Untersuchungen mit ACE-Inhibitoren und AT1-Blockern an Segmenten der Jugularvene von 
Kaninchen zeigten keine Wirkung auf die basale ppET-1- und ETB-Expression. Jedoch 
konnten ACE-Inhibitoren und AT1-Blocker die deformationsbedingte Induktion dieser Gene 
herabregulieren (Lauth et al., 2001). Sakata und Mitarbeiter zeigten an hypertensiven Ratten 
mit linksventrikulärer Hypertrophie, dass eine Behandlung mit dem AT1-Blocker Candesartan 
die transkriptionelle Induktion der Gene ppET-1, ECE-1, ETA und ETB reduziert (Sakata et 
al., 2001). Die unterschiedliche Expression der Gene des Endothelin-Systems kann dabei 
maßgeblich an klinischen Unterschieden in den untersuchten Patientenkollektiven liegen. 
Prinzipiell könnte jedoch ein weiterer möglicher Ansatz zur Therapie bei Herzinsuffizienz in 
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der Hemmung der ECE-1-Aktivität liegen (Battistini et al., 2005; Wada et al., 2002; Wang et 
al., 2001). 
4.3 Einfluss von LDL auf das Renin-Angiotensin-System
In dieser Arbeit konnte eine zeitabhängige Induktion der Gene des Renin-Angiotensin-
Systems durch nLDL und oxLDL in HUVEC und HUAEC nachgewiesen werden. Dabei 
wurden die Gene des Renin-Angiotensin-Systems untersucht, die in humanen Endothelzellen 
exprimiert und für die Pathophysiologie des metabolischen Syndroms relevant sind. Die ACE-
mRNA Expression zeigte in HUVEC nach 1 h und HUAEC nach 3 h eine maximale 
Stimulation mit nLDL und oxLDL. In einer kürzlichen Untersuchung konnte in humanen 
Koronararteriellen Endothelzellen mit oxLDL ebenfalls die ACE-mRNA-Expression 
induziert werden. Dies erfolgte durch einen LOX-1-MAP-Kinase-abhängigen Signalweg (Li 
et al., 2003).  Dies könnte eine unterschiedliche Expression von Lipoprotein-Rezeptoren auf 
arteriellen und venösen Endothelzellen reflektieren. In weitergehenden Untersuchungen 
wurde in dieser Arbeit eine transkriptionelle Induktion des AT1-Rezeptors in HUVEC nach 3 
h und in HUAEC nach 1 h mit nLDL und oxLDL beobachtet. In HUAEC konnte nach 3 und 
7 h sowohl mit nLDL als auch mit oxLDL die AT1-Protein-Expression induziert werden. Es 
konnte zudem eine dosisabhängige AT1-mRNA-Induktion mit nLDL und oxLDL beobachtet 
werden. Die oben beschriebenen Daten implizieren eine Verbindung zwischen systemischen 
Lipoprotein-Spiegel und der lokalen Expression des vaskulären Renin-Angiotensin-Systems. 
Bisher gibt es dazu nur wenige Untersuchungen. In glatten Muskelzellen konnte nur nLDL, 
aber nicht oxLDL die AT1-Rezeptor-Expression induzieren (Nickenig et al., 1997a; Nickenig 
et al., 1997b). Im Gegensatz dazu konnte nur oxLDL, aber nicht nLDL die AT1-Rezeptor-
Expression durch einen NF-kB-abhängigen Signalweg in HCAEC erhöhen (Li et al., 2000). 
Die zelluläre Antwort auf nLDL und oxLDL scheint in venösen und arteriellen 
Endothelzellen unterschiedlich zu sein. Frühere Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe mit 
kommerziell erworbenen HCAEC konnten keinen diesbezüglichen Effekt von Lipoproteinen 
auf die AT1-Expression nachweisen. Eine mögliche Erklärung für diese Variabilität könnte 
darin liegen, dass die initiale Vermehrung der koronararteriellen Endothelzellen eingeschränkt 
ist und es während der Passagierung Einzelspender-spezifisch zu einer veringerten AT1-
Rezeptor-Expression kommt. Eine Passage-spezifische Abnahme des  AT1-Rezeptors wurde 
in der Literatur in den Endothelzellen bereits beschrieben (Ko et al., 1997). Zudem könnte das 
individuelle Risiko für eine synergistische Potenzierung von Lipoprotein-Spiegel und 
Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems zwischen den einzelnen Patienten variieren. 
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In der Literatur ist beschrieben, dass Angiotensin II die endotheliale LOX-1-Expression 
weiter erhöhen kann (Morawietz et al., 1999). Dies kann zu einem Circulus vitiosus führen 
(Rueckschloss et al., 2003). Eine modulierende Rolle kann dabei der AT2-Rezeptor spielen. 
Die AT2-Expression konnte nur in kultivierten HUAEC nachgewiesen werden. Dabei wurde 
mit oxLDL eine dosisabhängige Induktion von AT2 beobachtet. Zeitabhängig konnte oxLDL 
nach 3 h und nLDL nach 7 h die AT2-Expression maximal induzieren. Die erhöhte AT2-
mRNA-Expression könnte als ein antagonistischer Mechanismus zur erhöhten AT1-
Expression betrachtet werden (de Gasparo et al., 2000). Unger und Mitarbeiter beschreiben 
den AT2-Rezeptor als protektiv, da dieser nach Blockade  des AT1-Rezeptors das Angiotensin 
II vermehrt binden kann und somit die atherosklerosefördernden Wirkung vermindern kann 
(Unger, 2002). In HUAEC konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Blockade des AT1
-Rezeptors durch Candesartan die oxLDL-induzierte Induktion von AT1 und AT2 
herabreguliert. Die Blockade durch Candesartan hatte dabei keinen signifikanten Effekt auf 
die nLDL-induzierte AT1-Induktion. Dies spricht für spezifische Signalwege, die durch nLDL 
bzw. oxLDL in Endothelzellen induziert werden.
4.4 Einfluss von LDL auf Lipoprotein-Rezeptoren
An den Effekten, die durch nLDL und oxLDL verursacht werden, könnten verschiedene 
Lipoprotein-Rezeptoren beteiligt sein. Natives LDL konnte in HUVEC transient die LDLR-
mRNA-Expression induzieren. Dagegen wurde der LDLR in HUAEC erst nach 24 h erhöht 
exprimiert. Interessanterweise konnte dabei gezeigt werden, dass die Induktion des LDLRs in 
HUVEC mit oxLDL stärker ausfällt, als mit nLDL. Dies könnte beispielsweise durch einen 
nLDL-vermittelten feedback-Mechanismus erklärt werden. Auf Proteinebene konnte in 
HUAEC nach 24 h mit nLDL eine Induktion des LDLRs beobachtet werden, wogegen mit 
oxLDL eine Herabregulation beobachtet wurde. Liu und Mitarbeiter wiesen in bovinen 
glatten Muskelzellen eine Aktivierung der Proliferation durch oxLDL nach. Eine Aktivierung 
konnte durch Curcumin Monomere inhibiert werden. Dies führte dann ebenfalls zur Induktion 
des LDLRs (Liu and Hong, 2006). 
Als oxLDL-Rezeptoren sind in der Literatur LOX-1, TLR4, SR-AI/II, CD36, SR-BI, 
Makrosialin/CD68 und SREC beschrieben (Chen et al., 2002; Dhaliwal and Steinbrecher, 
1999). In der vorliegenden Arbeit wurde der Schwerpunkt auf den LOX-1-Rezeptor gelegt. 
Auf transkriptioneller Ebene konnte sowohl in HUVEC als auch in HUAEC mit beiden 
Lipoproteinen die LOX-1-Expression induziert werden. Dabei war die Induktion in HUVEC 
stärker. Eine erhöhte LOX-1-mRNA-Expression durch oxLDL wurde auch in HCAEC 
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beschrieben (Mehta and Li, 1998). Die Induktion auf Proteinebene erfolgte nur durch oxLDL 
in beiden Zelltypen. Das Konzept einer Autoregulation des LOX-1-Rezeptors wird durch das 
Ergebnis in dieser Arbeit unterstützt, dass ein LOX-1-spezifischer Antikörper die oxLDL-
vermittelte Induktion des LOX-1-Rezeptors normalisiert. Imanishi und Mitarbeiter konnten in 
endothelialen Progenitorzellen zeigen, dass der LOX-1-Antikörper eine oxLDL-vermittelte 
Zellschädigung vermindert (Imanishi et al., 2004). Die LOX-1-Promotoranalysen in dieser 
Arbeit zeigten eine Aktivierung mit oxLDL, jedoch nicht mit nLDL in HEK293-Zellen. Eine 
Transfektion in humane Endothelzellen war dabei trotz unterschiedlicher 
Transfektionsstrategien bisher nicht erfolgreich. In einer früheren Untersuchung wurde 
gezeigt, dass oxLDL den LOX-1-Promotor über den Transkriptionsfaktor Oct-1 aktiviert. 
Angiotensin II und oxLDL aktivieren den LOX-1-Promotor dabei durch Bindung 
unterschiedlicher Promotorregionen (Chen et al., 2006a; Chen et al., 2006b). Maingrette und 
Renier konnten in humanen arteriellen Endothelzellen eine Aktivierung des LOX-1-
Promotors durch Linolsäure nachweisen. Diese Aktivierung konnte durch PKC-Inhibitoren 
herabreguliert werden (Maingrette and Renier, 2005). In anderen Untersuchungen wurde 
????????? ???? ?????? ????? ????????? ?????? ???? ???? ???????????? ???? ???-1-Promotors spielt 
(Hayashida et al., 2004). 
Es gibt wenige Untersuchungen zur Rolle von Toll-like-Rezeptoren bei der Entstehung von 
Atherosklerose. Yang und Mitarbeiter konnten durch Monozyten-Endothelzell-
Adhäsionsversuche zeigen, dass niedrige Schubspannung und oxLDL die TLR4 mRNA und 
Proteinexpression über eine NF-??-Aktivierung induzieren (Yang et al., 2005). TLR4 scheint 
in der frühen Phase der Atherosklerose-Entstehung eine Rolle zu spielen. Untersuchungen 
von Miller und Mitarbeiter in Makrophagen zeigen, dass minimal oxidiertes LDL TLR4 
aktiviert und dieser die Sekretion von proinflammatorischen Cytokinen fördert (Miller et al., 
2005). Die Ergebnisse dieser Arbeit sind der erste Nachweis einer Induktion von TLR4 in 
Endothelzellen. Sie unterstützen die These, dass TLR4 eine Rolle bei der Atherosklerose 
spielt. In HUVEC konnte eine transiente Induktion der TLR4-mRNA-Expression und in 
HUAEC eine Induktion nach 24 h mit nLDL und oxLDL beobachtet werden. Ein 
Zusammenhang von TLR4 und Atherosklerose unterstützt auch der Befund, dass eine 
genetische TLR4-Defizienz die Plaquebildung in der Aorta von apoE-defizienten Mäusen 
deutlich reduziert (Michelsen et al., 2004).
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Die Aufnahme von oxLDL in Endothelzellen spielt eine wichtige Rolle bei der Initiation und 
Progression von Atherosklerose (Gimbrone et al., 1995; Ross, 1993; Steinberg, 1997). Dabei
erfolgt die Aufnahme über die Rezeptoren CD36, LOX-1 und TLR4. In dieser Arbeit wurde 
die dosisabhängige Aufnahme von oxLDL in HUAEC nachgewiesen. Weiterhin konnte mit 
nicht markiertem oxLDL gezeigt werden, dass die Aufnahme von DiI-oxLDL durch nicht 
markiertes oxLDL kompensiert werden kann. Frühere Untersuchungen haben gezeigt, dass 
unter anderem inflammatorische Cytokine wie TNF-?? ???? ?????-Aufnahme in 
Endothelzellen steigern und somit die Atheroskleroseentstehung fördern (Kume et al., 1998). 
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe an HUVEC zeigten dass Angiotensin II die LOX-1 
bedingte DiI-oxLDL-Aufnahme dosisabhängig steigert (Morawietz et al., 1999). 
4.5 Einfluss von Lipoproteinen auf Signalwege
In dieser Arbeit wurde abschließend der Einfluss von nLDL und oxLDL auf die 
Signaltransduktion in HUVEC und HUAEC untersucht. Es ist bekannt, dass MAP-Kinase 
Kaskaden als Antwort auf Stressreaktionen in Zellen aktiviert werden. In diesem 
Zusammenhang wurde die Aktivierung von p38-MAPK und ERK 1/2 durch LDL analysiert. 
Dabei konnte gezeigt werden, dass ERK 1/2 durch nLDL in HUVEC und HUAEC stärker als 
durch oxLDL aktiviert wird. Die ERK 1/2-Aktivierung in HUAEC nach 20 min ist mit nLDL 
stärker in arteriellen als in venösen Endothelzellen. Die Aktivierung durch oxLDL ist dagegen 
in beiden Zelltypen gleich. Die Untersuchungen zur p38-MAPK-Aktivierung belegen, dass in 
HUVEC nach 15 min nur nLDL die p38-MAPK-Phosphorylierung auf niedrigem Niveau 
aktiviert. In HUAEC konnte dagegen nach 20 min mit nLDL eine fast 4-fach und mit oxLDL 
eine 3-fach höhere p38-MAPK-Aktivierung beobachtet werden. Untersuchungen zur 
Aktivierung von p38-MAPK und ERK 1/2 durch LDL in Endothelzellen lieferten bisher 
unterschiedliche Ergebnisse. So konnten Nihei und Mitarbeiter in HUVEC durch oxLDL-
Stimulation eine 7,5-fach höhere p38-MAPK-Aktivierung feststellen. Mit nLDL war dagegen 
nur eine sehr geringe Aktivierung feststellbar (Nihei et al., 2005).  Takahashi und Mitarbeiter 
konnten mit der oxLDL-Komponente Lysophosphatidylcholin sowohl für p38-MAPK, als 
auch für ERK 1/2  eine Aktivierung in HUVEC beobachten (Takahashi et al., 2002). Beide 
Arbeitsgruppen sahen dabei im Gegensatz zu der Untersuchung in dieser Arbeit eine DNA-
Fragmentierung durch oxLDL. Dies spricht für unterschiedliche Zellkultur- und oxLDL 
Präparationsbedingungen. Zhu und Mitarbeiter konnten in HUVEC eine Aktivierung der
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 p38-MAPK und JNK-c-Jun Signalkaskade feststellen. Es war jedoch keine ERK 1/2-
Aktivierung durch nLDL nachweisbar. Natives LDL kann über die Aktivierung der p38 
Signalkaskade auch den Transkriptionsfaktor AP-1 aktivieren (Zhu et al., 2001). Auch in 
anderen Zelltypen scheint die Aktivierung der p38-MAPK- und ERK 1/2-Signalkaskade 
durch Lipoproteine eine wichtige Rolle zu spielen. So konnten Zhao und Mitarbeiter die 
oxLDL-induzierte Schaumzellbildung in J774-Zellen durch einen spezifischen p38-Inhibitor 
verhindern. Dabei aktiviert oxLDL nicht die ERK- und JNK-Signalwege. Wahrscheinlich 
wird durch oxLDL die p38-????????????????????????????(Zhao et al., 2002)????????????????
Kernrezeptor, der die oxLDL-Aufnahme über CD36 reguliert. In glatten Muskelzellen 
humaner Aorten wurde gezeigt, das nLDL den p38-MAPK- und ERK 1/2- Signalweg 
aktiviert und somit IL-8 induziert wird. Inhibitorstudien zeigten, dass nur der nLDL aktivierte 
p38 MAPK Signalweg für die Induktion von IL-8 verantwortlich ist (Ryoo et al., 2004). 
Damit sind offensichtlich spezifische intrazelluläre Signalwege für die nLDL bzw. oxLDL-




In westlichen Zivilisationsgesellschaften zählen kardiovaskuläre Erkrankungen zu den 
häufigsten Todesursachen. Eine der häufigsten kardiovaskulären Erkrankungen ist die 
Atherosklerose. Bei der Entstehung einer Atherosklerose spielt eine Hyperlipoproteinämie 
eine entscheidende Rolle. Ein weiterer Faktor für die Entstehung kardiovaskulärer 
Erkrankungen ist ein hoher Blutdruck. In dieser Arbeit wurde eine mögliche Interaktion 
zwischen Lipoproteinen und den blutdruckregulierenden Endothelin- und Renin-Angiotensin-
Systemen untersucht. Weiterführende Analysen erfolgten an Rezeptoren für die Aufnahme 
von nLDL und oxLDL. Abschließend wurden Signalwege untersucht, die durch nLDL und 
oxLDL aktiviert werden.
Da das LDL die Grundlage der Zellkulturexperimente in dieser Arbeit bildete, wurden 
Methoden etabliert, optimiert und weiterentwickelt, mit denen größere Mengen an LDL aus 
humanem Serum isoliert und durch Kupfersulfat oxidiert und im Oxidationsgrad  
charakterisiert werden können. Mittels DNA-Fragmentierungs-Assays und ELISAs konnte 
gezeigt werden, dass das oxLDL nicht zytotokisch ist und einen physiologisch nachweisbaren 
Oxidationsgrad besitzt. Veränderte Genexpressionen sind oftmals an der Entstehung und 
Progression von Krankheiten beteiligt. Aus diesem Grund wurde die Expression von Genen 
des Endothelin-Systems (ppET-1, ECE-1, ETA und ETB) und des Renin-Angiotensin-Systems 
(ACE, AT1 und AT2) nach Stimulation von Endothelzellen mit nLDL und oxLDL untersucht. 
Weiterhin wurden mögliche Unterschiede in der lipid-induzierten  Genexpression zwischen 
venösen und arteriellen Endothelzellen analysiert. Sowohl in HUVEC, als auch HUAEC 
konnte eine transiente Induktion der ppET-1- und ECE-1-mRNA-Expression nach 
Stimulation mit nLDL und oxLDL beobachtet werden. Der ETB-Rezeptor wurde in HUVEC 
transient und in HUAEC nach 24 h induziert. Auf  Proteinebene wurden in HUVEC ECE-1 
und ETB durch beide Lipoproteine induziert. Dabei induziert nLDL  ETB stärker als oxLDL. 
In HUAEC wurde die ECE-1 Protein-Expression nach 7 h partiell erhöht.
 Tierexperimentielle Untersuchungen in Aorten und Herzen fettreich gefütterter Wildtyp-
Mäuse unterstützen die Zellkultur-Ergebnisse einer Induzierung des Endothelin-Systems 
durch erhöhte Lipoproteine. Ein „knock out“ der radikalbildenden NADPH-Oxidase-
Untereinheit gp91phox in Mäusen führte zu keiner veränderten Expression der Gene des 
Endothelin-Systems in Aorten, Herzen und Nieren nach fettreicher Fütterung. 
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Patienten mit koronarer Herzkrankheit zeigten nach einer Therapie mit einem ACE-Hemmer
oder AT1-Blocker keine veränderte Expression der Gene des Endothelin-Systems.
Sowohl im arteriellen als auch im venösen Zellkulturmodell konnte eine zeitabhängige und 
dosisabhängige Aktivierung des RAS nach nLDL oder oxLDL-Stimulation beobachtet 
werden. Das ACE, welches eine entscheidende Rolle bei der Prozessierung des 
vasokonstriktorisch aktiven Peptids Angiotensin II spielt, wurde in HUVEC nach 1 h und in 
HUAEC nach 3 h durch nLDL und oxLDL induziert. Die Analyse der Rezeptoren für Ang II 
zeigte für AT1 eine erhöhte Induktion mit beiden Lipoproteinen nach 3 h. Dagegen konnte in 
arteriellen Endothelzellen eine Induktion nach 1 h mit beiden Liporoteinen und nach 3 h und 
24 h mit oxLDL gezeigt werden. Eine Induktion mit nLDL und oxLDL  erfolgte auf 
Proteinebene in HUAEC nach 3 h und 7 h. Darüber hinaus wurden die Lipoprotein-
Rezeptoren LDLR, LOX-1 und der primär inflammatorische Rezeptor TLR4 durch beide 
Lipoproteine in humanen Endothelzellen induziert. Eine spezifische Induktion von 
intrazellulären Signalkaskaden wie dem ERK 1/2- und dem p39-Kinase-Weg scheint bei der 
Lipid-vermittelten Genexpression eine wichtige Rolle zu spielen. 
Zusammenfassend zeigt diese Arbeit neue Mechanismen der Interaktion von Lipoproteinen 
und blutdruckregulierenden Systemen in Endothelzellen. Die Rezeptoren scheinen dabei eine 
Schlüsselrolle zu spielen. Dies spricht für eine Potenzierung von Hyperlipoproteinämie und 
Hypertonie bei der Entstehung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen. Medikamentöse Hemmung 
von Lipoprotein-, Angiotensin II- und Endothelin-Rezeptoren haben dabei das Potenzial, 
diese synergetische Potenzierung des kardiovaskulären Risikos zu reduzieren.
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